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RESUMO

Este trabalho discute os procedimentos de validdgdéama metodologia de andlise
quimica de determinacéo de residuo de pesticiddedmte ETA. A utilizacdo da LC-
MS/MS prové grandes vantagens a analise, poisaqieefés caracteristicas essenciais
para essa analise: capacidade de discriminacaccalopostos de interesse, baixos
limites de determinacéo e rapidez na medi¢cdo dagpaostos. No processo de validagéo
foram avaliados os seguintes parametros: seletigidaearidade e faixa de trabalho da
curva analitica, limite de determinacao, robustgzeeisdo. Para a ETA estudada, nao
foram encontradas quantidades significativas dospostos determinados (atrazina,
azoxistrobina, carbofurano, propoxur e simazina@s@@do dos parametros de validacéo
foi importante ja que as concentragfes de estutdid adeterminacdo estavam proximas
aos limites impostos pela técnica. Atualmente, ecconstante atualizacdo dos valores
maximos estabelecidos pela legislacdo, somentedwietpias consagradas ou validadas
agregam qualidade e confianca aos valores repartado
Palavras-chaveMeio-ambiente, qualidade, metrologia, analise qaém
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INTRODUCAO

Uma das conseqiiéncias negativas do uso de pestigidacontaminacdo do
meio ambiente quer por uso abusivo quer pelas teaistccas fisico-quimicas da
substancia. Assim, os corpos d’agua acabam sentbwnam grande vertedouro para
essas substancias, pois sdo, quase sempre, odinalma cadeia que envolve
lancamento, transporte e reservatorio das maissdisesubstancias. Comumente, tanto
para consumo domeéstico como para atividades indisstr agricolas, corpos d’agua sao
ha longa data explorados por consumo direto ou ambamento. O resultado do
tratamento das aguas brutas é a agua final adegaadao consumo e um lodo que,
pelo menos teoricamente, retém substancias indesejda agua distribuida. A reducéo
para um volume menor resulta na concentracdo dameiras substancias que
contaminam ou estdo presentes naturalmente nebagiaa A partir dessa premissa e da
utilizacédo de técnicas analiticas adequadas, redtallho apresenta uma metodologia de
determinacao de atrazina, azoxistrobina, carbofyrpropoxur e simazina em lodo da
estacdo de tratamento de agua, ETA, de RegistmPSélo. A partir da informacéo
sobre as atividades agricolas da regido (predondaiccultivo de bananas) e dos
insumos utilizados, selecionaram-se 0s compostogioeados, sempre com vistas a
atender a legislacdo brasileira (BRASIL, 2004),stadual (SAO PAULO, 1976) ou
alguma internacional de consagrada competénciaa Ragregar qualidade e
confiabilidade nos resultados obtidos, a metodaldgi validada com a avaliacdo da
seletividade, da linearidade e faixa de trabalho cdava analitica, o limite de
determinagao para cada composto, a precisao eistealdo procedimento.

Como contribuicdo deste trabalho, ndo somentesedtaelos da analise quimica
foram importantes, mas também o desenvolvimentousha planilha eletrénica
(FURUSAWA, 2008) com os calculos dos diversos iteles validacdo baseados
principalmente no documento do INMETRO “Orientacéebre validacdo de métodos
de ensaios quimicos” de 2003 (INMETRO, 2003). Aidagjdo da metodologia foi
realizada também como parte dos requisitos da noABAIT NBR ISO/IEC
17025:2005 da qual o Centro de Quimica e Meio AntbieCQMA, pertencente ao
Instituto de Pesquisas Energéticas e NuclearesN/IPIREN-SP, ja tem ensaio

acreditado e esta preparando outros ensaios paditacao.
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MATERIAISE METODOS

As amostras foram coletadas diretamente do tanqu#edantacdo do lodo da
ETA quando as operacdes da estacdo eram interrasgnpata manutencdo. Em média,
essa parada programada ocorria em intervalos deném O material apresentava
aspecto lodoso e grande quantidade de agua qu@atha ser separada durante a
amostragem. Esse material era constituido, em sai@r nparte, de uma fracédo
inorganica decorrente da adicdo de sulfato de alondurante o processo. A fracdo
organica, menos preponderante, era constituidasiesrorganicos (vegetais e animais)
e daqueles compostos oriundos das atividades &#sdggricolas.

Para a normalizacdo da condi¢éo inicial, esse fodoentrifugado a 3000 rpm
por 10 minutos para a separacao do excesso de &guguncédo da complexidade da
matriz lodo, fez-se necessario um procedimentoxtiagio liquido-liquido utilizando
uma mistura metanol/agua na proporcao 80/20 v/xcukgas analiticas foram criadas a
partir de padrbes da Riedel-de-Haen, Seelze, AlemalMetanol e acetonitrila, grau
HPLC, e acetato de amonia foram adquiridos da J@BdaKJA. A agua utilizada foi
purificada em um equipamento EasyPure RF SysteBadestead, Dubuque, EUA.

Para a separacdo cromatografica foi utilizado uomatografo liquido da
Agilent, 1100 Series, com uma coluna cromatografiasan Metasil ODS - g (150
mm x 4,6 mm, 3um; MetaChem) e para a quantificacao foi utilizado espectrometro
de massas da Applied Biosystems, API 3800triplo-quadrupolo (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada). Sendo iglaa APl indica a ionizacéo a
pressdo atmosfeérica.

O tratamento dos dados para a validacao da metpddia realizado em uma
planilha eletrénica desenvolvida no préprio labariat sobre a plataforma Ex&8l da

Microsoft.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

Em algumas situacdes, a medicdo em quimica amalifécorrentes de uma
condicdo de baixa sensibilidade pode deixar emdalsi leitura realizada. Esse era o
caso de alguns dos compostos estudados. Com dimdesude seletividade, precisao,
linearidade e faixa de trabalho, foi possivel ali@ metodologia em baixas

concentracdes, justamente em funcdo dos limitesstop pela legislacao brasileira.
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A seletividade da metodologia para a discriminag&ocada composto foi
avaliada a partir de duas abordagens: a capacidadeeparacao da cromatografia
liquida e a capacidade de monitoracdo de massasegpkectrometro de massas. Na
Figura 1 podemos observar que em uma corrida dedtos consegue-se a resolucao
dos compostos, porém ainda com a sobreposicaocenaofurano e o propoxur. Essa
situacao foi resolvida por meio da monitoragaordassas (precursor e produto) desses
compostos pela espectrometria de massas. Paradac@ da metodologia e aplicacao
em situacdes reais, essa capacidade analiticaté mig@ressante, uma vez que permite
gue se monitore mais de um par de massas (trah€gfice se evite a quantificacdo de

um falso positivo.
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Figura 1. Cromatograma da solucdo multicompones@ ag.L! de cada composto).
Propoxur TR = 2,3; Carbofurano TR = 2,3; Simazifa 3 2,4; Atrazina TR = 2,9;
Azoxistrobina TR = 3,4. TR é o tempo de retencéoatta componente, em minutos.

As curvas analiticas para os compostos estudadaspsésentados na Figura 2.
Somente para a azoxistrobina o coeficiente de legéie (f) apresentou 2 noves
(0,997). Para os demais, Gsfaram obtidos com 3 noves (0,999). Isso significe a
linearidade da curva analitica nos intervalos ésdots € muito boa. Mais adiante essa

informacé&o sera retomada com mais detalhes quandiscutir a tabela ANOVA.
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Figura 2. Curva analitica dos compostos atrazinaxistrobina, carbofurano, propoxur
e simazina.

Como consequéncia, observa-se que a linearidadeculass analiticas €
abrangente o suficiente para determinagfes de mtacées muito baixas, proprias
para o atendimento da legislacdo ambiental bresil@ianto a exatiddo quanto a
precisdo em 7 replicatas de cada ponto da curd&ieamdoram avaliadas a partir das
probabilidades normais padronizadas, estando tosipe®ntos para todos 0s compostos
de interesse entre -3 e +3, sendo que quase @aok@lentre -2 e +2, indicando boa
dispersdo nas replicatas. O comportamento, emcgradi linear sem a ocorréncia de
tendéncia ou pontos espurios. Em termos praticessas casos, esses resultados
indicam que mesmo as curvas analiticas tendo sSidolas com um intervalo de
concentracdo grande (10 a 500 nf.Lpor exemplo), pode-se utiliza-las para
comparacao em concentracdes baixas, mais proxiosasatores limites da legislacéo,

sem que haja comprometimento dos resultados. Nweatwalidade, em casos de
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contaminagdo elevada, por exemplo, a linearidademmeem altas concentracdes
permite que se quantifique o composto sem granitlésdks o que poderia contribuir
para o aumento da incerteza no valor final.

A analise de amostras ambientais quase sempre @stdicionada a
determinacao de substancias em concentra¢gfes baitas em funcdo dos valores de
referéncia da legislacdo ou valores estabelecidosgtudos toxicologicos. Assim, o
conhecimento do limite de determinacédo é uma caodigie muitas vezes ira definir se
uma determinada metodologia podera ser aplicad&ouou entdo, se um determinado
resultado poderia ter sido produzido pela tal matmgda. Segundo o documento do
INMETRO utilizado como referéncia neste trabalho linite de determinacdo é
calculado a partir do desvio padrao de uma sérimatiidas em replicata. Aplicando-se
esse conceito nos compostos deste trabalho, dotivee valores muito baixos para as
concentragcdes em funcdo da sensibilidade da tédeicaedicdo aos compostos. Por
razBes préticas, adotou-se como limite de detegéda menor concentracdo da curva
analitica (10 ng.). Essa concentracdo esta abaixo dos valores kstiglos pela
legislacdo, o que garante que o intervalo de cdraggies da curva abrange o valor
estabelecido como referéncia legal.

A andlise de variancia (Tabela ANOVA) para o inédovde concentracdes da
curva analitica fornece mais informacgfes sobrenopootamento desta. Para a atrazina,
Tabela 1, o melhor modelo linear ajustado paraau®sl é representado pela equacgao
y = 253,14x + 1735,1. A qualidade dos dados permite explicacdo maxima de
99,95% da variagdo, ou seja, considerando-se aémtla (dispersdo) dos residuos
sobre uma situagéo ideal. A resposta do modeltagiosndica que 99,86% da variacao
pode ser explicada a partir desse modelo. Esseedlffi@ estd associada ao erro puro
decorrente dos erros aleatérios do processo de;awedh avaliacdo do Testgsh; para
os residuos permite-nos dizer que o modelo ajugiadkar) € significativo, ou seja, é
adequado para os dados da curva analitica (coacénte sinal). Porém, o Testgdk
para o ajuste indica que os pontos de uma forma garum determinado ponto estao
prejudicando o comportamento do modelo. Apesaradeconstituir situacdo extrema,
cabe ao analista decidir a significancia do modsksse caso, a partir da experiéncia
do laboratério, avaliou-se que o ajuste pode daraaip para as analises deste estudo.
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Tabela 1. Analise de variancia (ANOVA) para a atrazna transicdo 216/174,1
(massa precursor/massa produto, na form&). Modelo linear
ajustado y = 253,14x + 1735,1.

Fonte de variacdo Soma Graus de Media Teste F

& Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 23305023422 1 23305023422
Residuos 33116285 14 2365449 9852
Falta de Ajuste 22123718 6 3687286
Erro Puro 10992567 8 1374071 2,68
Total 23338139707 15
% de variacao explicada 99,86 F1,14,95% 4,6
% maxima de variacdo
explicavel 99,95 Fs.8.95% 3,58

Na Tabela 2 os dados estdo resumidos para os dernaipostos. O
comportamento da azoxistrobina € semelhante adrdaire. J& para o carbofurano,
propoxur e simazina os modelos ajustados permitea porcentagem de explicacao
muito préxima ao maximo explicavel. Possiveis eggides podem estar associadas ao
sinal de fundo nas regides das massas (maior 130S ¢a atrazina e da azoxistrobina)
influenciando a qualidade dos sinais, a sensiliidpara os compostos (atrazina um
pouco maior e azoxistrobina muito maior que paral@®ais) resultado duma maior

susceptibilidade aos efeitos de nebulizacéo, dataiéio e ionizacao, por exemplo.

Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA) para a agtebina na transicdo 404/372
(massa precursor/massa produto, na farmz

% de % de
Transigéé Varia(;ﬁo Varia(;é.o Fl,14,95% F6,8,95% Equa(;ﬁo
explicada explicavel
Azoxistrobina 404/372 99,70 99,97 4578 11,78 y 580+ 2121
Carbofurano 222,1/165,2 99,90 99,96 14058 1,93 29527x + 88,11
Propoxur 210/111,2 99,91 99,97 14978 2,80 y = BX149151,43
Simazina 202/132,1 99,90 99,94 13722 1,11 y = 15610242,8

!~ Massa precursor/massa produto, na fomma

A robustez da metodologia foi avaliada a partir seguintes fatores: massa de
lodo, tempo de agitacdo, razao metanol/agua, voldanenistura extratora, tempo de

centrifugacdo, velocidade de centrifugacdo e teatpexr do forno (camara de
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nebulizacdo do sistema API). A metodologia aplicsetzuiu o planejamento fracionario
saturado de 7 variaveis e 8 experimentos ou plarjo de Plakett-Burman
(VANDER HEYDEN e col., 2001). Os contrastes ou tefeiobtidos sdo apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3. Testes dos efeitos de Robustez. Solugdiicomponenteem concentracao
50 ng.I_'l para cada composto.

Contraste ou Efeito

Fator Nominal Variagéo - - - - -

Azoxistrobina SimazinRropoxurAtrazina Carbofurano
Massa, g 5 5,2 1425 980 -50 200 -55
Tempo agitacao, s 60 70 1925 320 150 50 285
MeOH/H,0, viv 80/20 75/25 25 45 450 0 -405
Volume da mistura
extratora, mL 10 11 -475 230 950 1200 -70
Tempo Centrifugacéo,
min 10 9 1125 -145 -50 -50 350
Velocidade
Centrifugacao, rpm 3000 2900 625 595 1250 -200 430
Temperatura Forn8C 20 25 925 55 50 2150 415

Para uma melhor avaliacdo desse resultado, foraadosr gréficos de meia-
normal com dois limites de referéncia. Esses grafgdo apresentados nas Figuras 3, 4
e 5. Os limites de referéncia identificados pelgias ME (Margin of Error) e SME
(Simultaneous Margin of Errgr (VANDER HEYDEN e col., 2001) indicam se o fator
€ significativo para a metodologia no intervaloudstdo. O limite ME, sendo mais
baixo, pode, em alguma situagéo, indicar um falssitipo, assim, pode-se utilizar o
limite SME para avaliar se o fator € significatwo ndo. Para os compostos estudados
os fatores associados as etapas de extracdo (miaskmlo, razdo metanol/agua e
volume da mistura extratora) foram os mais sigaifuos para a metodologia. Atrazina,
propoxur e simazina S0 mais susceptiveis as Gasagesses fatores.

A metodologia validada foi aplicada a diversas d@mgsde lodo da ETA de
Registro, SP, ndo encontrando quantidades sigivasa desses compostos em
nenhuma situacdo. Algumas amostras apresentaram aligal cromatografico para a
azoxistrobina, porém, com area muito reduzida exabdo limite de determinacao
estabelecido neste trabalho. Associa-se essa&it@agecomposicao/degradacdo desses

compostos por processos quimicos tanto na ETA awonmeio ambiente por reacdes



esta sendo realizada de modo a reduzir o impactoai@ ambiente.

fotoquimicas. Além disso, ndo se pode deixar desiderar que a aplicacdo agricola
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Figura 3. Gréfico de meia-normal para a atraziaacxistrobina.
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Figura 4. Gréafico de meia-normal para o carbofupoopoxur.
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Figura 5. Gréafico de meia-normal para a simazina.
CONCLUSAO

1. A metodologia desenvolvida € simples e permitetardenacdo dos compostos

na ordem de grandeza dos valores limites establekecpela legislacao
205 brasileira.
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A validacdo da metodologia agrega qualidade aadtae®s principalmente em
situagdes limites como é o caso de concentracfie baixas.

No caso deste trabalho, a seletividade e o limgeddterminacdo sdo os
parametros mais importantes, pois determinam setadwologia podera ou nao
ser aplicada para o atendimento a legislacéo biasil

Para assegurar a robustez da metodologia, dew-seats atencdo aos fatores
associados a extracdo dos compostos de interess#elo desenvolvimento da
analise.

A concentracdo dos compostos determinados no l@d&ETA no periodo
estudado, ndo é significativa, indicando a ocoiegénde processos de

degradacéo/decomposi¢cao associados ao uso correto.
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