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Resumo

Da crescente necessidade de alimentos e da necessidade de travar a destrui¢gdo de culturas
por animais e insectos foram sintetizados os pesticidas.

Por entre uma vasta gama de pesticidas alguns sdo desreguladores enddcrinos o que se
traduz num perigo para a saude humana pois pode despoletar alteracdes nos seres vivos

mesmo em concentra¢cdes muito baixas.

Devido a diversos factores nomeadamente a lixiviacdo, ventos e outros agentes ambientais
assim como a presenca de terrenos agricolas junto a diversos rios, estes encontram-se

contaminados com pesticidas desreguladores enddcrinos.

O objectivo deste trabalho foi avaliar quais os pesticidas desreguladores enddcrinos

presentes nas aguas de rios da regiao Norte.

Neste trabalho utilizou-se a técnica de microextraccdo em fase sélida recorrendo a uma fibra
de PDMS (100 um). Para tal as condicBes de optimizacdo foram testadas nomeadamente a

guantidade de NaCl, quantidade de metanol, temperatura do injector e tempo de exposicao.

Os parametros obtidos oOptimos foram 0 % de NaCl, tempo de exposicdo de 45 min,

temperatura do injector de 260 °C e 2,5 % de metanol.

Conseguiu-se a separacdo de todos os pesticidas desreguladores endocrinos com a
seguinte programacao temperaturas: inicio a 60°C por um minuto seguido de um aumento
de 20 °C/min até aos 200 °C onde permanece por um minuto e de seguida um aumento de 5

°C/min até aos 245 °C onde permanece por 40 min.

Fizeram-se curvas de calibracdo entre 0,01 pg/L e 10 pg/L. Constatou-se no entanto uma

falta de reprodutibilidade entre as injeccdes utilizando esta técnica.

Os rios analisados foram o Rio Douro, Rio Tamega, Ria de Aveiro, Rio Lima, Rio Minho, Rio

Sousa, Rio Agueda, Rio Cavado e Rio Leca.

No Rio Tamega foram encontrados o0s seguintes pesticidas: diazindo, a-HCH, B-HCH, &-HCH,
lindano, HCB, simazina/ atrazina, vinclozolina, alacloro, 2,4-D, malatido, aldrina, bifentrina,

metoxicloro e fenvalerato.

No rio Douro estao presentes HCB, simazina/ atrazina, vinclozolina, 2,4-D, malatido, aldrina,

fenvalerato e deltametrina.
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No rio Lima encontra-se diazindo, a-HCH, 6-HCH, 2,4-D, HCB, vinclozolina, lindano,

simazina/atrazina, alacloro, malatido, aldrina, fenvalerato e deltametrina.

No rio Sousa os pesticidas encontrados foram: diazindo, HCB, aldrina, a-HCH, B-HCH, 6-

HCH, lindano, simazina/ atrazina, 2,4-D, cipermetrina, alacloro, fenvalerato e malatido.

No rio Cavado estdo presentes o diazindo, a-HCH, B-HCH, 6-HCH, lindano, HCB, 2,4-D,

malatido, metoxicloro, cipermetrina e o fenvalerato.

Na ria de Aveiro encontrou-se o diazindo, a-HCH, B-HCH, &6-HCH, lindano, HCB,

simazina/atrazina, 2,4-D, Malatido e aldrina.

No rio Agueda estio presentes o diazindo, HCB, 2,4-D, aldrina e malatifo. E por ultimo no
rio Lega esta presente o diazindo, 2,4-D, alacloro, malatido, aldrina, cipermetrina e

fenvalerato.

A importancia deste trabalho reside na demonstracdo da presenca destes pesticidas,

desreguladores endécrinos nas aguas superficiais da regiao Norte.
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Abstract

The growing need for food and halting the destruction of crops by insects and animals were
created to pesticides.

Among a wide range, some pesticides are endocrine disrupter which translates into a hazard
to human health because it can trigger changes in living things even at very low
concentrations.

By several factors including leaching, winds and others environmental agents and also the
presence of farmland along the rivers, they are contaminated with various endocrine
disruptores.

The goal of this study was to know which EDs are in the waters of rivers of the North region.
In this work was used the technique of solid phase microextraction using a PDMS fiber (100
pm). The conditions were tested including the amount of NaCl concentration of methanol,
injector temperature and exposure time. The optimal parameters obtained were 0% NacCl,
exposure time of 45 min, injector temperature 260° C and 2.5% methanol.

The separation of all pesticides EDs was obtained with the following schedule temperatures,
beginning at 60 ° C for one minute followed by an increase of 20° C / min up to 200° C where
it stays for a minute and then an increase of 5° C / min up to 245° C where it stays for 40
min.

The limits of detection were between 0, 01ug/L to 10 ug/L.

The rivers studied were the Douro, Tamega, Cavado, Ria de Aveiro, Lima, Minho, Sousa,
Agueda, and river Leca.

In Rio Tamega found the following pesticides: diazinon, a-HCH, B-HCH, &-HCH, lindane,
HCB, simazine [/ atrazine, vinclozolin, alachlor, 2,4-D, malathion, aldrin, bifenthrin,
fenvalerate and methoxychlor .

In the Douro River HCB were detected, simazine / atrazine, vinclozolin, 2,4-D, malathion,
aldrin, fenvalerate and deltamethrin.

On the River Lima were find diazinon, a-HCH, 8-HCH, 2,4-D, HCB, vinclozolin, lindane,
simazine / atrazine, alachlor, malathion, aldrin, fenvalerate and deltamethrin.

At the River Sousa the EDC detected were: diazinon, HCB, aldrin, a-HCH, p-HCH, 6-HCH,
lindane, simazine / atrazine, 2,4-D, cypermethrin, alachlor, malathion and fenvalerate.

Are present in the river Cavado the follow diazinon, a-HCH, B-HCH, 6-HCH, lindane, HCB,
2,4-D, malathion, methoxychlor, cypermethrin and fenvalerate.

In Ria de Aveiro met the diazinon, a-HCH, B-HCH, 8-HCH, lindane, HCB, simazine / atrazine,
2,4-D, malathion and aldrin.

In the river Agueda were detected diazinon, HCB, 2,4-D, aldrin and malathion.
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And in the Leca river were detected diazinon, 2,4-D, alachlor, malathion, aldrin, fenvalerate
and cypermethrin.

The importance of this work lies in the clear demonstration of the presence of these
pesticides, endocrine disrupters in high amounts in surface waters of the North.



Abreviaturas

DEs- desreguladores endécrinos

DGADR- Direcgéo Geral da Agricultura e Desenvolvimento Rural
EPA- Agéncia de Proteccdo Ambiental

GC-MS- Cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas
GLC- cromatografia gas liquido

GSC- cromatografia gas solido

LLE- Extraccéo liquido liquido

o,p’-DDT- Diclorodifeniltricloroetano

p,p’-DDD- Diclorodifenilcloroetileno

p,p’-DDE- Diclorodifenildicloroetileno

PA- poliacrilato

PDMS- polidimetilsiloxano

SPE- Extraccdo em fase sdlida

SPME- Microextrac¢cdo em fase solida
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Monitoriza¢do de Desreguladores Endécrinos em Aguas

1.INTRODUCAO

1.1 Enquadramento do trabalho

A associacao entre os relatos de contaminacdo quimica do ambiente e o aparecimento de
doencas, alteracOes reprodutivas e morte de animais selvagens comec¢ou a tomar forma por
volta de 1947 ainda que de uma forma embrionéria. Em 1960, nos Grandes Lagos (EUA),
verificou-se que alguns peixes apresentaram alteracoes reprodutivas. Posteriormente, na
Califérnia, observaram-se peixes com tumores, o que veio alertar ainda mais a comunidade

cientifica da relacdo entre a exposicdo a substancias e o aparecimento de doencas.

O crescente numero de casos de alteracbes do desenvolvimento de certas espécies
aguaticas, comecgou a associar-se com a contaminacao de rios, lagos, efluentes e esgotos
provenientes de industrias, fabricas de produtos quimicos e produtos utilizados na

agricultura. ™

Tornou-se 6bvio que certas industrias e produtos quimicos de uso essencialmente agricola
podem estar na causa do desenvolvimento de varias anomalias em animais. Este fenbmeno
foi referido pela escritora Rachel Carson em 1962 no livro “Silent Spring” e que relatou

receios de efeitos semelhantes em seres humanos. ™2

Com varias evidéncias e dada a incidéncia das deformacgfes em animais, o uso agricola do
DDT e de PCBs foi proibido em 1973 nos Estados Unidos da América. ™

No entanto novos casos de perturbacfes surgiram ao longo das décadas seguintes devido a
persisténcia de quimicos proibidos, como por exemplo os pesticidas organoclorados que
tém um tempo de semi-vida de 57 anos, bem como a producdo de novos compostos

quimicos. ™

Entretanto em 1980 apdés um acidente industrial local seguido de um escoamento de
produtos quimicos ligados a agricultura local, incluindo o DDT, verificou-se uma diminuigdo

do pénis nos jacarés do lago de Apopka e outras altera¢des relacionadas com a reproducéo.
(1

Ja em 1991 na conferéncia de Wingspread, em Racine, Wisconsin, foi discutida a questao
do elevado numero de produtos quimicos sintéticos que eram libertados para o meio
ambiente bem como o seu potencial de alterar o sistema endécrino de seres vivos. ™% Nesta
reunido cientifica foi anunciada formalmente a possibilidade destes produtos quimicos

estarem a provocar efeitos secundarios.
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Tornou-se evidente que com 0 uso recorrente a pesticidas, as espécies foram-se tornando
cada vez mais resistentes 0 que obriga a um aumento do uso e, por consequéncia, uma

maior contaminacao do solo e ambiente.

Por outro lado a presenca de pesticidas no solo apresenta diversos inconvenientes ja que na
grande parte deles o tempo médio de vida é bastante longo. A accao do vento, da agua e
lixiviacdo promove efeitos de propagacdo, podendo atingir aguas superficiais e
subterraneas. As aguas de rios e ribeiros poderdo ser uma fonte importante de
contaminacdo de terrenos, sedimentos, e seres vivos, ja que através do percurso que o rio
possa fazer podera ir contaminando a quando da sua passagem. Estas contaminacdes
continuadas ao longo do tempo permitem que ocorra bioacumulacdo e os niveis de um

determinado composto possam aumentar para um valor bastante elevado na cadeia tréfica.

Diversos estudos foram realizados quer em aguas subterraneas, quer em aguas superficiais
no nosso pais. Alpendurada et al publicaram um estudo que descreve a presenca de
diversos pesticidas nas aguas subterrédneas da regido de Esposende, Norte de Portugal,
nomeadamente: o lindano, endossulfdo, pendimetalina, dieldrina, atrazina, alacloro,
procimidona, desetilatrazina, metolacloro, pirimicarbe, cipermetrina, dimetoato, diazindo,
cloropirifos, metalaxil, entre outros. Nesta abordagem, confirma-se a presenca destes
compostos sendo que alguns se encontram em quantidades bastante superiores aos

permitidos por lei para 4guas de consumo. ©

No entanto, em aguas superficiais, em estudos realizados no rio Arachthos na Grécia por D.
A. Lambropoulou et al, também encontraram pesticidas, entre eles: a dieldrina, endrina,

linurdo, aldrina, metoxicloro, permetrina, cipermetrina, dimetoato, fenvalerato e lindano. (6]

Ao longo dos anos a preocupacéao referente a necessidade destes estudos tem vindo a ser
cada vez maior e embora a maioria dos pesticidas encontrados tenham sido proibidos a
verdade é que ainda se encontram nas guas e a sua bioacumulacdo para os seres vivos

continua a ter lugar.

A identificag@o destes compostos em aguas € o primeiro passo para que se perceber de que

modo e quanto estamos expostos a estes compostos.

O principal objectivo deste trabalho residiu na detec¢do destes compostos em aguas usando
para tal uma técnica rapida e capaz de trazer mais-valias a extrac¢do devido ao seu baixo

uso de solvente e posterior facilidade de trabalho.
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1.2. Agua

Os rios e ribeiros desde sempre foram um dos mais importantes recursos para a
sobrevivéncia da humanidade. S&o eles que nos fornecem a maior parte da agua que
consumimos e que usamos na confeccdo dos nossos alimentos, na higiene e na rega de
terrenos agricolas. Além destes factores os rios sdo bastante importantes como vias de
circulacao, fonte de producdo de energia e fonte de alimentos pois € o habitat de uma
grande variedade de animais.

Como a agua é um recurso natural imprescindivel a vida do homem, é de grande
importancia preservar com qualidade qualquer fonte de agua, seja rio, ribeiro, mar ou até

mesmo um riacho.

Na zona do grande Porto, toda a populacdo é abastecida por agua proveniente do Rio
Douro, é na zona de Crestuma Lever que se situa a ETA que é responsavel pelo tratamento

de agua para cerca de milhdo e meio de habitantes.

Figura 1. 1 Rio Douro

Os mecanismos de tratamento de agua nao eliminam na totalidade o teor de pesticidas. Eles
apenas garantem que a agua chega as nossas torneiras dentro dos parametros fisico-
guimicos e microbiolégicos estabelecidos por lei (Decreto-lei n® 306/2007 de 27 de Agosto).
De acordo com o0 mesmo Decreto-lei ao dia 31 de Julho de cada ano a DGADR, Direccéo
Geral de Agricultura e Desenvolvimento Rural, publica os pesticidas que cada entidade

gestora devera pesquisar no ano seguinte. "
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1.3.Pesticidas

De acordo com a EPA um pesticida pode ser definido como sendo uma substancia ou
mistura de substéncias com capacidade de prevenir, destruir, repelir ou atenuar qualquer
peste. Os pesticidas podem ser agrupados pela sua funcdo, nomeadamente, algicidas,
fungicidas, acaricidas, insecticidas, herbicidas, etc. Além disso, podem ser incluidas nesta
categoria as substancias desfolhantes, dessecantes ou reguladoras do crescimento de

insectos ou plantas.

Em 1938 Paul Muller anunciou a sintese do DDT e ganhou o prémio Nobel em 1948 pela
descoberta daquilo que seria o “pesticida milagroso”. Quando Rachel Carson escreveu o
livro “ Silent Spring” em 1962, as pessoas nao tinham consciéncia dos riscos a que estavam
expostos e também dos riscos que oferecem os pesticidas. Estes produtos eram usados

para garantir uma alta producéo de alimentos e isencéo de pragas.

Por meados da década de 70, descobriu-se que o0s pesticidas ndao garantiam a total
eliminacdo das pragas pois estas comecgaram a ganhar resisténcia. Mas foi principalmente a
partir da obra de Carson que a sociedade e os governos de diversos paises comecaram a
adoptar medidas que viriam a restringir o0 uso de alguns pesticidas, bem como o seu fabrico

e armazenamento.

Actualmente sdo conhecidos cerca de 8500 formulagBes comerciais, incluindo cerca de 900

substancias activas listadas no Manual de Pesticidas.

Os pesticidas sdo entdo compostos organicos empregues essencialmente em actividades
agricolas que possuem geralmente alta toxicidade e sdo apontados como sendo causadores
de muitos danos a saude humana, a flora e a fauna. Quando em contacto com o solo, o0s
pesticidas sofrem um processo de degradacdo, dependendo das caracteristicas do solo,
nomeadamente: conteddo em matéria organica, pH e o estado nutricional sendo também

dependente das condigfes climaticas que controlam a sua temperatura e a sua humidade.
[11,12]

De acordo com o Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das pescas o0 uso
dos pesticidas ndo é constante ao longo do ano, sendo estes aplicados em alturas
especificas consoante a plantacdo e zona em questdo. Esta entidade orienta sobre quais o0s
pesticidas a pesquisar em aguas e em que zonas de acordo com as pragas que tenham
surgido e com os pesticidas que o Ministério tenha aconselhado aos agricultores. Na Tabela
1.1 reline-se uma lista de pesticidas a pesquisar nas aguas em todas as regides de Portugal

continental em 2010. ©
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Tabela 1.1- Lista de Pesticidas a pesquisar nas aguas de Portugal (adaptado do Ministério da Agricultura , do Desenvolvimento Rural e das Pescas, Julho de
2009)

2,4-D, alacloro,
atrazina, bentazona,
captana, cimoxanil,

dimetoato, diurdo,
linuréo,

S-metolacloro e

terbutilazina

Alacloro, atrazina,
bentazona,
cimoxanil, dimetoato,
diurdo, linurdo,
metalaxil, MCPA,
metribuzina,
molinato, propanil,
S-metolacloro,
terbutilazina e

triclopir

2,4-D, alacloro,
amitrol, atrazina,
bentazona,
cimoxanil, dimetoato,
diuréo, linuréo,
MCPA, metalaxil,
molinato, propanil, S-
metolacloro,
tebucozanol,
terbutilazina e

triclopir

MCPA,
clorotoluréo,
glufosinato de
amonio,
terbutilazina,
cimoxanil,
linurédo,
metalaxil,
cloropirifos,
dimetoato,
propanil,
tebucozanol,
alacloro,
atrazina,
bentazona,
diurdo, molinato

e S-metolacloro

Cimoxanil,
dimetoato,
diurao, linurdo,

terbutilazina,
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A zona do Algarve e a zona Norte sdo as regides onde o nimero de pesticidas a pesquisar
nas aguas € menor, com 5 e 11 pesticidas respectivamente. O dimetoato, linurdo, cimoxanil,
diurdo e terbutilazina sdo pesticidas presentes nas listas de todas as zonas de Portugal

continental.

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com a sua a familia quimica ou a espécie
gue pretendem atingir. Para além destas duas formas ainda podem agrupar-se de acordo
com o modo de actuacdo do pesticida que pode ser sistémico ou por contacto caso

penetram no interior da planta ou n&o.

Estes compostos séo libertados para o ambiente quer durante a sua utilizacdo, quer durante
a producdo, transporte e manuseamento. Estes, poderdo ser incorporados nas plantas,
passar para a atmosfera por volatilizacao, ficar retidos no solo onde por lixiviacdo poderao

atingir 4guas subterraneas, rios e mares. >

Neste trabalho demos especial relevo aos diversos pesticidas que sdo simultaneamente
desreguladores enddcrinos alguns dos quais estdo proibidos em muitos paises mas

persistem no ambiente. ** 1°)

A presenca destes compostos em alimentos pode ter duas fontes: resultar do tratamento do

produto agricola ou ser devido a contaminacdo ambiental (4gua, solos ou vento). ™!

Dentro da familia dos pesticidas organoclorados, essencialmente insecticidas e acaricidas,
estes podem ser encontrados em varios compartimentos ambientais. Possuem elevada
toxicidade, lipofilicidade e persisténcia e a sua producéo e utilizacdo tem vindo a ser proibida
um pouco por toda a Europa. Umas das caracteristicas mais notérias destes compostos é
gue podem acumular-se em diversos tecidos biolégicos, o que leva a que ocorra
bioacumulacéo. No entanto, e apesar de o seu uso ter vindo a ser proibido, isto ndo garante
gue ndo sejam ainda utilizados e produzidos. Mesmo no caso de ja hdo serem utilizados,
devido a sua elevada persisténcia e consequente bioacumulacdo, ainda persistem e s&o

detectados. 141518

Quanto aos organofosforados, sdo essencialmente insecticidas e tém vindo a ser usados em
substituicdo dos anteriores, nos paises onde ja estdo a cair em desuso. Embora estes
compostos sejam menos persistentes, a maioria possui uma elevada toxicidade e, em

alguns casos, manifestam-se bastante instaveis. "8

No que diz respeito aos piretrdides estes sdo pesticidas ndo sistémicos, basicamente

usados como insecticidas e acaricidas, pouco téxicos para os mamiferos e de rapida
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degradacédo. O principal motivo para o qual apresentam esta Ultima propriedade é por se

tratar de ésteres facilmente degradados pela luz e por esterases. 202!

1.4. Desreguladores Endécrinos

Os desreguladores endécrinos (DEs) foram definidos pela Agéncia de Proteccdo Ambiental
(EPA) como sendo compostos quimicos capazes de interferir com o sistema enddcrino.
Estes compostos, que sdo por definicho um agente exdgeno, interferem com a sintese,
secrecdo, transporte, ligacdo, accdo e eliminacdo de hormonas naturais no corpo,
responsaveis pela manutencdo da homeostasia, reproducdo, desenvolvimento e
comportamento. Os efeitos sentidos variam de acordo com a idade, sexo, o tipo de

organismo exposto e caracteristicas genéticas. ** >

Cada 6rgéo que compde o sistema endécrino apresenta uma caracteristica fundamental que
€ a de segregar hormonas especificas com a principal funcéo de efeito regulador em outros
orgaos que se encontram a distancia. Os 6rgados que cumprem tal funcdo sdo as glandulas

de secrecao interna.

As hormonas apds serem produzidas entram na corrente sanguinea e percorrem todo o
organismo até chegarem ao érgao alvo. Tais 6rgaos incluem o pancreas, testiculos, ovarios,
glandulas supra-renais, tirdide entre outros. O hipotalamo, centro nervoso situado abaixo do
cérebro, faz constante controlo das quantidades das diferentes hormonas circulantes. Estas
hormonas controlam o funcionamento nao s6 do sistema reprodutor mas da sadde como um

todo, coordenando as accées de 6rgéos e tecidos. %

Os desreguladores endoécrinos actuam no corpo humano, substituindo as hormonas,
bloqueando a sua accdo natural e podem aumentar ou diminuir a quantidade original de

hormonas, alterando a sua func¢éo enddcrina.

Durante anos 0 nosso organismo sofreu accdo e adaptou-se a desreguladores naturais
presentes em vegetais, plantas, cereais, temperos e frutas. Contudo, estes compostos nao

conseguem acumular-se no nosso organismo e sdo excretados de forma natural. 2%

Os DEs podem ser compostos organicos ou inorganicos, sintéticos ou naturais que

apresentam uma grande diversidade quimica estrutural.

Muitas destas substancias sao persistentes no meio ambiente, acumulando-se no solo e rios
e sao facilmente transportados a longas distancias por forgas da natureza. Alguns
acumulam-se ao longo da cadeira trofica e constituem grande risco a salude dos seres vivos
gue se localizam no topo da cadeia alimentar como o homem. O seu uso tanto pode ser em

7
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areas urbanas ou rurais e podem aparecer como residuos ou subprodutos derivados de
usos industriais diversos. Podem também ser encontrados em depésitos de lixo,

contaminando o solo, lencgéis freéticos, queima de residuos hospitalares e industriais. ** 2

Os primeiros relatos de substancias quimicas consideradas desreguladores enddcrinos
remetem para o dietilestilbestrol, medicamento usado por mulheres entre os anos 50 e 70
gue apresentou resultados desastrosos nomeadamente o cancro na vagina, deformacodes

irreversiveis no Utero e a infertilidade na descendéncia feminina.

O risco da contaminacao das aguas subterraneas resulta da infiltracdo das aguas pluviais

através de aterros sanitarios e de percolacao de areas agricolas.

Na tabela 1.2 apresenta-se alguns dos pesticidas referenciados como desreguladores

enddcrinos segundo o Comunicado da Comunidade Europeia (Com (1999) 706).
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Tabela 1.2- Listagem dos Pesticidas considerados Desreguladores Enddcrinos ou potenciais

desreguladores enddcrinos que ndo séo restritos nem proibidos pela Unido Europeia

Pesticidas
2,4-D Acetocloro Alacloro Aldrina
Amitrol Atrazina Carbendazima Clordano
Diazindo Dicofol DDT Dieldrina
Dimetoato Diurdo Endossulféo Endrina
HCH Heptacloro Iprodiona Kepone
Lindano Linurdo Malatiao Manebe
Metam Mirex Metilbromide Metilparatidao
Nitrofeno Oxiclordano Paratido Fotomirex
Procloraz Propanil Simazina Tirame
Toxafeno Triadimeféo Vinclozolina Zinebe
Ziram

* Adaptado do comunicado da comisséo para o conselho e parlamento europeu (COM(1999)706)

A Tabela 1.3 resume a informacdo associada a alguns pesticidas decretados como
desreguladores enddécrinos tais como a constante de solubilidade, formula quimica, massa

molecular, familia e classe do pesticida e a respectiva estrutura quimica.
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Tabela 1.3- Listagem de Pesticidas e suas constantes de solubilidade, férmula quimica, massa molecular e familia/classe a que correspondem

10

E6rmula Solubilidade Massa
Pesticida quimica Kow em agua molecular Familia/ Classe Estrutura
(mg/L)
Cl o
Herbicida/ \\
2,4-D CgHgsCl,04 2,58-2,83 311 221 organoclorado o o on
(esterfendlico)
\ Cl
Herbicida/ kN/QO
Alacloro C14H2()C|N02 3,09 242 269,8
organoclorado
Cl Cl
. Insecticida/ cl
Aldrina C1,HgClg 7.4 <50 364,91 organoclorado c|7
cr Cl /
Herbicida/ N
. erbici
Atrazina CgH14CINs 2,5 33 215,7 triazina

o
-
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Tabela 1.3 (continuagéo)- Listagem de Pesticidas e suas constantes de solubilidade, formula quimica, massa molecular e familia/classe a que correspondem

Insecticida, ;K
. . formicida,
Bifentrina Cy3H»,CIF;0, >6 0,1 4229 acaricida
Ipiretréide /\
. . Insecticida/ m \ Q
Cipermetrina  C,,H19CI,NO3 6,94 0,01 416,3 piretride <

Cl
, Insecticida/ ‘/ ’
p,p’-DDD C14H10Cly 6,02 0,09 320,04 organoclorado
, ~ Insecticida/
p,p’-DDE  (CICgH,).C=CCl, 5,70 0,12 318,03 organoclorado /@j
al Cl

11
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Tabela 1.3 (continuagéo)- Listagem de Pesticidas e suas constantes de solubilidade, formula quimica, massa molecular e familia/classe a que correspondem

ClI Cl
Insecticida/ @ @
o,p’-DDT C14HoCls 5,75 0,025 354,5
Cl

organoclorado

Cl Cl

piretréide

Insecticida/ @
Deltametrina  Cy,H19Br,NO; 4.6 <2x10™* 505,21

L Insecticida/
Diazinao C1oH-1N-O5PS 3,3 60 304,3
organofosforado }(}\ Ny
) ) Insecticida/ o
Dieldrina C1,HgClsO 6,2 0,1 380.91 o o
organoclorado N

12
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Tabela 1.3 (continuagéo) - Listagem de Pesticidas e suas constantes de solubilidade, formula quimica, massa molecular e familia/classe a que correspondem

Insecticida,
a-Endossulfdo CyHsCls05S 4,74 0,32 406,93 acaricida/ a

organoclorado

Cl

Insecticida,
B-Endossulfao CyHeClgOsS 4,79 0,33 406,93 acaricida/ a
organoclorado

Cl

) Insecticida /
Endrina C12HsClsO 5,34 0,23 380,91
organoclorado

Insecticida /
Fenvalerato CxsH2CINO; 5,01 <1x10% 419,9 o
piretroide

13
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Tabela 1.3 (continuacgéo) - Listagem de Pesticidas e suas constantes de solubilidade, formula quimica, massa molecular e familia/classe a que correspondem

Cl Cl
, Fungicida /
HCB CsClg 6,42 Insoldvel 284.,8 organoclorado
Cl Cl
Cl
HCH CoHeCl 3,80 73 290,8 Insecticida / ; .
6rie-Te ' ' ’ organoclorado
\ﬁ
. Fungicida / °\>/“”
Iprodiona C13H13CIoN304 3,00 13 330,2 organoclorado m "\E€
Insecticida / A\ —
x o
Malatido C10H1906PS, 2,75 145 330,3 organofosforado T/\w \\O
AN

14
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Tabela 1.3 (continuagéo) - Listagem de Pesticidas e suas constantes de solubilidade, formula quimica, massa molecular e familia/classe a que correspondem

] Insecticida /
Metoxicloro  CysH;15Cl30; 4,30 0,1 345,7
organoclorado G @
HaCO OCH3

Herbicida / rm\(@/d

Simazina C;H1,CINs 2,10 6,2 201,7 o \(N
triazina
NG
Cl o\\
_ _ Fungicida / VARt
Vinclozolina Ci3H9CIlL.NO; 3,00 2,6 286,1 N /
organoclorado /

ClI

15
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1.5. Legislagéo
A Unido Europeia adoptou varias medidas para reduzir os riscos associados a utilizagcao dos
pesticidas.

Os paises da Comunidade Europeia consideram que a concentracdo maxima admissivel de
um pesticida individual na a4gua potavel é de 0,1 pug/L sem, no entanto, ultrapassar os 0,5
Mg/L quando se considera a soma de todos os pesticidas. Limites semelhantes também tém
vindo a ser adoptados por outros paises, nomeadamente Estados Unidos e Canada.

A directiva 2008/105/CE do parlamento Europeu e do Conselho de 16 de Dezembro de 2008
relativa a normas de qualidade ambiental no dominio da politica da agua que altera e
subsequentemente revoga as Directivas 82/176/CEE, 83/156/CEE, 84/491/CEE e
86/280/CEE do Concelho, e que altera a directiva 2000/60/CE faz referéncia a normas de
gualidade ambiental para substancias prioritarias e para outros poluentes que inclui alguns

valores tabelados para pesticidas considerados desreguladores enddcrinos.

Apresentam-se na Tabela 1.7 valores referentes as concentraces maximas permitidas em
aguas superficiais referentes a alguns pesticidas. Estes valores correspondem médias

anuais e valores médios anuais.

16
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Tabela 1.4 Valores limite de pesticidas em aguas superficiais interiores e outras aguas superficiais.

Concentragcdo maxima admissivel (ug/L)

Concentracdo maxima (média anual) (ug/L)

Pesticida Aguas de superficie Outras aguas de Aguas de superficie Outras aguas de
interiores superficie interiores superficie
Alacloro 0,7 0,7 0,3 0,3
Atrazina 2,0 2,0 0,6 0,6
Aldrina
Dieldrina Nao aplicavel Nao aplicavel 2=0,01 2=0,005
Endrina
DDT total Nao aplicavel Nao aplicavel 0,01 0,01
Endossulféo 0,01 0,004 0,005 0,0005
HCB 0,05 0,05 0,01 0,01
HCH 0,04 0,02 0,02 0,002
Simazina 4 4 1 1

* adaptado da Directiva2008/105/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 16 de Dezembro de 2008.

17
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1.6. Métodos analiticos

1.6.1. Métodos de extraccao

Para analisar DEs em amostras de aguas, € necessario proceder em primeiro lugar a
extraccdo dos analitos dessas aguas. A utilizacdo de alguns destes métodos requer que
apos a extraccdo da amostra esta seja purificada e isso acarreta muitas vezes perda de
amostra e aumento dos custos. Diferentes tipos de extrac¢édo tém vindo a ser desenvolvidos
para diferentes analitos com o intuito de obter métodos cada vez mais eficazes, “amigos” do
ambiente em que o uso de solventes é consideravelmente menor ou mesmo nulo, menos
laboriosos o0 que se traduz em menor tempo de operacdo e menor nimero de operacdes
necessarias e que apresentem elevadas recuperacdes. De entre varios tipos de extracgdo é

possivel distinguir alguns como sendo os mais importantes em termos de utilizacao.

Extraccdo com solventes organicos (LLE) é uma técnica que consiste num método de
separar compostos baseados nas solubilidades diferentes de dois liquidos imisciveis em que
normalmente um deles é a agua e o outro € um solvente organico. Apresenta diversas
vantagens como, por exemplo, a possibilidade de utilizacdo de solventes com boa
capacidade de extraccdo, com possibilidade de realizacdo a temperatura ambiente e a
possibilidade de controlar diversos parametros, nomeadamente o pH, forca ibnica e
temperatura. No entanto, também apresenta desvantagens tais como o uso de grandes
guantidades de solvente organico e o facto de gerar produtos intermediarios, o que implica o

uso de um outro processo para libertar o soluto. #>%°

De forma a minimizar o uso de solventes surgiram as téchicas de SPE e dispersdo em fase
sélida. Estas duas foram preferidas a LLE porque, de maneira geral, o volume de solventes

pode ser consideravelmente reduzido.

A extraccdo em fase sélida (SPE) € um processo de extraccdo de amostra cada vez mais
atil e consiste no uso de uma fase sélida e uma liquida para isolar uma ou varias
substancias de uma solucdo. E usada regra geral para limpeza de amostras antes de usar
um determinado método analitico de quantificagdo de substancia(s) na amostra. A extracgéo
em fase soélida usa o0 mesmo tipo de fases estacionarias que sao utilizadas em colunas de
cromatografia liquida. A fase estacionaria pode estar contida numa coluna de vidro, plastico
ou num disco de silica. A SPE apresenta, em comparagdo com a LLE, bastantes vantagens
nomeadamente: diminuicdo do consumo de solventes orgénicos, auséncia de formacéo de
emulsdes, boa selectividade, recuperacgdes elevadas que se poderdo aproximar dos 100 %,

rapidez, menos laborioso, e facilidade de automatizagdo recorrendo a um sistema “manifold”

18
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(Figura 1.2). Esta mesma ainda permite que, apés a retencdo dos analitos na fase
estacionaria, a amostra seja guardada e usada num outro periodo de tempo sem

comprometer a maioria dos compostos. %271

Figura 1. 2 Esquema do material usado em SPE

1.6.1.1 Microextraccdo em fase sélida

A microextraccdo em fase sélida (SPME) foi criada por Pawliszyn com o intuito de simplificar
a etapa de preparacao de amostras, diminuindo o tempo envolvido nas analises. Os testes
iniciais foram publicados no final dos anos 80, nos quais foram utilizadas pequenas sec¢fes
de fibra dptica de silica fundida, algumas recobertas com um liquido polimérico ou com um
material sélido adsorvente e outras sem qualquer revestimento. O desenvolvimento desta
técnica intensificou-se a partir da introducéo da fibra no interior de uma agulha adaptada
numa micro-seringa, o que facilitou bastante a colheita nos analitos. Neste método de
extraccdo é usado uma fibra recoberta por um polimero, para concentrar compostos
organicos volateis e semi-volateis, que numa Unica etapa extrai, concentra e injecta a
amostra, sem qualquer necessidade de utilizagéo de solventes. ¥ ¥31 A SPME permite a
reducdo do tempo de extraccdo, dos custos envolvidos do volume de amostra e também

que seja atingido um limite de deteccéo bastante baixo. %34

Na sua configuragcdo normalmente usada, o dispositivo comercial consiste numa fibra de
silica, fundida com 1 cm de comprimento e poucos micrometros de diametro, inserida na

agulha oca da seringa. %32

Existem filmes poliméricos distintos utilizados em SPME, cuja escolha destes, depende de
alguns factores como sendo a polaridade dos componentes a extrair e a capacidade de
retencdo necessaria. Esta fibra pode ser de diversos materiais, com diferentes afinidades

relativamente aos compostos. A eficiéncia de extraccdo é determinada pelas propriedades

19
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dos compostos (polaridade e volatilidade), tempo e temperatura de extraccéo, propriedades

da fibra (espessura, material e polaridade), pH e forca i6nica da amostra. ** Na Tabela 1.4,

encontram-se os tipos de fibra disponibilizados comercialmente, a sua espessura e tipo de

filme.

Tabela 1.5 Tipo de Fibras disponiveis para SPME e parametros de utilizacdo dessas fibras.

temperatura
et espe_ssura oH Temperatura de operacho tempe_ratura de t<_arT1po de
do filme maxima condicionamento | condicionamento
recomendada
PDMS 100 2-10 280 200-280 250 0.5
PDMS 30 2-11 280 200-280 250 0.5
PDMS 7 2-11 340 220-320 320 1
PDMS/DVB 65 2-11 270 200-270 250 0.5
Polyacrylate 85 2-11 320 220-300 280 il
Carboxen/PDMS 75 2-11 320 250-310 300 il
PEG 60 2-9 250 200-250 240 0.5
DVB/CAR/PDMS 50/30 2-11 270 230-270 270 il
Carbopack Z 15 2-10 340 250-340 320 0.5
Carbowax®/DVB 70 2-9 250 200-240 230 0.5

* Adaptado do manual da fibra da Supelco®

A fibra é colocada em contacto com a solucdo contendo os analitos, sob agitacdo constante,

durante um dado periodo de tempo que deve ser optimizado. Apés a adsor¢do dos analitos,

o “holder” contendo a fibra € inserido no injector do cromatégrafo onde ocorre a dessorcéo

dos mesmos. Os analitos sdo transportados pelo gas de arraste, para a coluna

cromatografica e posteriormente detectados pelo detector. Na Figura 1.3 , encontra-se

representado a adsorcdo dos analitos e a posterior dessor¢do dos mesmos no injector do

cromatoégrafo.
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Retract fiber/

Pierce septum in GC inlet {or withdraw needle.

introduce needle into SPME/
HPLC interface].

Retract fiber/
Pierce septum on withdraw needle.

sample container. Expose fiber/
Expose SPME fiber/ desorb analytes.
extract analytes.

Figura 1. 3 Esquema representativo da adsor¢do dos compostos na fibra e posterior dessor¢céo no
injector do cromatdgrafo

A SPME baseia-se no equilibrio da concentracdo do analito a extrair da amostra e na fase
extractiva. Apés a exposicdo da fibra, os compostos comecam a migrar da matriz para a
fibra e o final deste processo é considerado, quando o analito atinge a concentracao de
equilibrio entre fases. Apds este instante, a quantidade de analito permanece constante ao

longo do tempo.

A utilizacdo da SPME pode ser feita de duas formas quanto ao uso da fibra de SPME: uso
directo, que compreende o equilibrio entre duas fases; e uso em “headspace”, que ocorre
em trés fases: a fase extractiva, a amostra liquida e a fase de vapor. A op¢ao por um destes

dois métodos depende do tipo de amostra e das caracteristicas dos analitos. ? %!

Em seguida, a seringa € introduzida no injector do cromatografo, ficando exposta a ac¢ao do

calor, os analitos sofrem dessorcdo e o processo de separacdo/quantificacdo toma inicio.
[30,31]

Para uma extraccdo por imersdo directa, a quantidade extraida em fase estacionaria, no

equilibrio, sera dada pela seguinte equacéo. !

ng =
KV, +V,,

Yy
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Onde ns representa o numero de moles extraidas pela fibra, K a constante de distribuicao
fibra/amostra, V., € Vs 0 volume de solugdo e de fase estacionaria, respectivamente, e C%qa
concentracao inicial de um dado componente na amostra inicial. Esta equacéo esta limitada
ao uso apenas de fases poliméricas liquidas, no caso de fases poliméricas sélidas, a teoria
desta equacdo é apenas aplicada para baixas concentracdes e cuja area superficial seja
proporcional ao volume do filme polimérico. O processo de extrac¢gdo pode ser interrompido
antes de o equilibrio ser alcangado, no entanto e nestas condicdes o método ndo garante a
reprodutibilidade de resultados. Quando um dado volume de solucdo a extrair € elevado, a
equacao podera ser simplificada para:

Neste caso, verifica-se que, a quantidade extraida é independente do volume da amostra e

)

proporcional & concentracdo de analito na matriz. &Y

Esta equacgdo permite verificar a existéncia de uma relacdo linear, entre a quantidade de
analito extraida e a sua concentracao inicial, permitindo assim, quantificar a amostra. Por
analise desta equacao, pode-se constatar que a medida que o volume da amostra aumenta
também o numero de moles extraido aumenta, até que o volume da amostra se torna
significativamente superior ao produto da constante de distribuicdo pelo volume do
revestimento (capacidade da fibra: Vf Kfs << Vs). %32

A cinética de extraccdo € controlada pela capacidade e rapidez de difusdo dos compostos
presentes em solucdo. Uma rapida extraccado pode ser garantida em amostras com uma
agitacao elevada e amostras gasosas, nas quais os coeficientes de difusdo sdo bastantes
elevados. No caso do uso de amostras liquidas, mostra-se necessario que a agitacao seja
mais forte e que o tempo requerido para a extrac¢cado seja bem superior ao das amostras
gasosas, para que haja um equilibrio entre as fases e uma perfeita difusdo, que muitas

vezes é dificultada pela camada ou barreira de 4gua que circunda a fibra.

O tempo necessario para que o equilibrio se atinja, € maior quanto maior for a constante de
distribuicdo do analito (Kfs), pois maior quantidade de analito tem que atravessar a camada

de agua para atingir a fibra. 303537

O primeiro passo, consiste na escolha da fibra tendo em conta a polaridade dos compostos
a analisar (Tabela 1.4). Por exemplo a fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) é uma fibra com

afinidade para compostos apolares adequada por isso para pesticidas apolares, como 0s
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organoclorados, alguns organofosforados e piretroides. No caso da fibra de poliacrilato (PA),

esta é mais apropriada para compostos polares como é o caso das triazinas. % 334

A adsorcdo é também influenciada pela espessura do revestimento, em que a quantidade
extraida aumenta com a espessura, se bem que o equilibrio seja mais facilmente atingido
para espessuras mais finas. No caso de haver grande quantidade de compostos numa

solucgéo, é aconselhado o uso de uma fibra com maior espessura de filme.

A técnica de SPME podera ser optimizada de forma a obter melhores limites de deteccao,
melhor reprodutibilidade e resultados mais concordantes para tal, devera ser estudado os

efeitos produzidos por cada parametro e avaliando a eficacia de extraccéo da fibra. 203537

A temperatura a que decorre a extraccdo € um dos factores que pode influenciar o
rendimento. Se por um lado aumenta a difusividade dos compostos através das fases, o que
fard diminuir o tempo necessario para se atingir o equilibrio, por outro lado a temperatura
afecta de forma directa a constante de particdo. Este pardmetro é critico especialmente
quando a adsor¢do ocorre em “headspace”, pois 0 aumento da temperatura leva ao
aumento da concentracdo dos compostos mais volateis na fase gasosa. No entanto, 0 uso

de temperaturas elevadas pode originar degradacdo de compostos.

O tempo de extraccdo define o tempo necesséario para que ocorra o equilibrio entre as
diferentes fases. O tempo de equilibrio é, de modo geral, inversamente proporcional ao
coeficiente de difusividade, o que querera dizer que sera mais elevado quando se usam
compostos com altas massas moleculares. H4 que ter em atencdo na determinacdo do
tempo éptimo de extraccao, que podera levar a analises demasiado extensas e que poderao

permitir a degradagio dos compostos mais instaveis. %37

A presenca de um electrélito no sistema, pode influenciar o equilibrio de duas maneiras,
alterando as propriedades da interface ou diminuindo a solubilidade dos compostos
organicos na fase aquosa (principalmente aqueles que apresentam maior solubilidade em
agua), este efeito pode ser chamado de “salting out”’. Para a SPME, a adi¢édo de sal pode
conduzir a diminuigdo da eficiéncia de extrac¢do, quando a solubilidade dos compostos ndo
se altera, ja que os coeficientes de particdo dependem dos valores das actividades. Quando
se usa valores de sais elevados, ou seja, valores elevados de forca idnica, podem diminuir
os coeficientes de actividade de alguns compostos a analisar. Desta forma, o efeito da
adicdo de sais depende do composto a analisar e também da matriz onde se encontra. Na
adicdo de sal, ha que ter em conta que se podera formar em torno da fibra uma fina camada

de sal que far4 com que esta perca eficiéncia. °3*3]
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O pH deveré ser ajustado de forma a favorecer a extrac¢do dos compostos, dependendo do
pKa de cada analito e nunca devera ser um valor fora do intervalo que cada fibra permite
(ver Tabela 4). Para valores elevados de pH, a velocidade de hidrolise pode ser elevada
como também pode melhorar a extracgcdo de alguns compostos. A matriz devera ser
acidificada, quando os analitos sdo &cidos, e quando estes sdo bésicos, devera ser
alcalinizada. O tipo de &cido ou base a usar, devera estar de acordo com 0 modo em que a
extraccao é feita, sendo que para “headspace” o acido ou a base devera ser ndo volatil, e no
caso de ocorrer por imersdo directa, estes deverao ser volateis de forma a ndo danificar a

fiora. 2

A agitacdo devera ter sempre um valor constante e sempre que possivel, devera ser
optimizado. Esta influencia a eficiéncia de extraccdo promovendo uma maior ou menor

velocidade de transferéncia de massa e influenciando o tempo de extracgdo necessario.

No injector do cromatégrafo, a temperatura e o tempo que a fibra permanece no injector,
devera ser tomada em consideracéo pois tém que garantir a total transferéncia dos analitos,
para o equipamento e também a reprodutibilidade do método. Para tempos demasiado
curtos ou temperaturas demasiado baixas pode a fibra néo ficar livre de analitos na sua
totalidade levando a que ocorra um fenbmeno vulgarmente designado de efeito memaria,

gue origina problemas na quantificacdo da amostra e falsos resultados.

A SPME, ao contrario de muitas técnicas, permite que sejam efectuadas andlises em campo
em que a fibra pode ser exposta ao ar, pocos, lagos ou rios, evitando a recolha de amostras

para andlise em frascos.

A técnica de extraccdo SPME foi a escolhida para este trabalho, pelo volume reduzido de
amostra a utilizar, auséncia de solventes organicos e pelos bons resultados a nivel de

recuperacoes.
1.6.2. Cromatografia gasosa

A cromatografia constitui uma analise instrumental que permite a separagdo dos compostos
guimicos de uma amostra. Todas as técnicas cromatograficas envolvem o transporte

mediante uma fase mével através de uma fase estacionaria. 2%

Na cromatografia gasosa a fase mével é um gas. Dentro desta técnica podemos fazer uma
distincdo tendo em conta o estado fisico da fase estacionéaria, podendo ser gas liquido
(GLC) e gas-sélido (GSC) e a amostra é transportada por uma corrente de gas inerte,

através de uma coluna sob uma presséo controlada. 83
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Os parametros cromatograficos nomeadamente o tipo de fase estacionéria, o programa de
temperaturas do forno e até mesmo o fluxo do géas de arraste pode ser optimizado de acordo
com o tipo de analito. Como as propriedades diferem de analito para analito as condi¢bes

cromatogréficas deverdo ser as melhores para a maioria dos mesmos. #4%

O cromatdgrafo de fase gasosa € composto por: cilindro de gas de arraste, regulador de
presséo, forno termostatizado, injector de amostra, coluna, detector, medidor de fluxo e
registador.

A Figural.4 mostra precisamente a ordem e a constituicdo dos elementos que constituem

um cromatografo gasoso.

Figura 1. 4 Esquema de um equipamento de cromatografia gasosa

7

O géas usado no transporte é escolhido tendo em conta o tipo detector. A amostra é
introduzida no equipamento, arrastada com a ajuda do gas de arraste, ao atravessar a
coluna os seus componentes sdo separados. O gas € analisado por um detector cujo sinal

de saida é dado pelo registador.

1.6.2.1 Injectores de amostra

A amostra pode ser inserida através de um septo, uma valvula directamente no topo da

coluna, ou também podera ser numa camara de injec¢do que seja atravessada pelo gas de
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arraste e aguecida a uma temperatura superior ao ponto de ebulicdo do composto menos
volatil da amostra 0 que promove uma vaporizagao instantanea e segue depois para a

coluna. 3839

Pode, no entanto, ser adaptado um injector automatico que é programado e que permite o
controlo tanto do volume de amostra como da amostra a injectar. Este possui uma agulha
gue injecta a quantidade pretendida e no meio de injec¢des efectua limpezas que eliminam,

ou ajudam a eliminar, possiveis contaminacgoes.

1.6.2.2 Colunas

As colunas podem ser de empacotamento ou capilares. As colunas de empacotamento
podem ser de metal (aco, cobre, aluminio) ou vidro. As colunas capilares sao normalmente

de silica e permitem um comprimento médio de 30 m aumentando a resolucdo da analise.

1.6.2.3 Fases estacionéarias

A fase estacionaria podera variar de acordo com a polaridade e selectividade da fase
liquida. A temperatura de operacéo a fase liquida deve apresentar uma tenso de vapor
relativamente baixa mas no entanto sdo usualmente usados liquidos de elevados pontos de

ebulicéo. B8

1.6.2.4 Detectores

Os diferentes tipos de detectores podem ser classificados segundo quatro critérios: gerais
ou selectivos, diferenciais ou integrais (cumulativos), destrutivos ou ndo destrutivos e

sensiveis a concentra¢cdo ou a massa.

Um detector geralmente mede uma propriedade fisica global do efluente da coluna enquanto

um selectivo mede apenas uma propriedade especifica da coluna. 8

A diferenca entre um detector destrutivo e um nao destrutivo estd no facto que no primeiro a
deteccdo ser acompanhada de modificacdes irreversiveis enquanto no outro iSSo néo

ocorre.

No caso de detectores sensiveis a concentracdo ou apenas a massa, a diferenga esta em
gue o primeiro responde a concentragdo da substancia detectada no efluente enquanto o
outro responde ao total de substancias detectadas e/ou a velocidade de introducéo desta no

elemento sensivel.

Um dos detectores mais importantes no que diz respeito a identificacdo de compostos € a

espectrometria de massa. %%

26



Monitoriza¢do de Desreguladores Endécrinos em Aguas

Esta técnica, que pode ser também chamada de espectrofotometria de pesos moleculares, é
sem duvida a técnica cromatografica que ocupa um lugar de prestigio a nivel de detec¢éo
de compostos, visto possuir uma boa sensibilidade e limites de detec¢édo impressionaveis
para um sem numero de aplicacdes. Esta técnica de determinacdo de pesos moleculares é

designada por espectrofotometria de massa ou de peso molecular. %%

No funcionamento de um detector de massa a primeira etapa que ocorre € a producao de
ibes do composto em fase gasosa em que o ido produzido vem a sofrer varias
fragmentacdes. Os ides que poderao ser produzidos tém diferentes propriedades quimicas e
podem também sofrer fragmentacdes consecutivas. A separacao no detector ocorrera pela

razdo de massa/carga sendo em proporcédo a sua abundancia. ¢3!

Para o funcionamento de um espectrofotémetro de massa as condi¢cdes obrigam a que este
funcione sob um elevado vacuo permitindo assim, que os ifes atinjam o detector sem que
ocorram colisbes com outros gases que possam estar presentes e que poderiam provocar

um desvio da trajectéria dos mesmos.

1.6.2.5 Detector de espectrometria de massas.

Os detectores de espectrometria de massa podem ser quadrupolos, analisadores por tempo

de voo ou de armadilha de ides (“ion trap” do inglés), entre outros.

Na armadilha de ides, os ides ficam retidos numa armadilha e s&o libertos de acordo com a
sua massa, 0 que vira a traduzir-se hum espectro de massas. Uma vez que os ides se
repelem entre si quando se encontram na armadilha, isto traduz-se numa expanséo das
trajectérias descritas pelos ibes ao longo do tempo. Para que as trajectorias ndo sejam
demasiadamente extensas os ides permanecem na armadilha, na presenca de hélio a uma
pressdo suficiente para que seja retirado o excesso de energia dos mesmos. Depois de
libertos da armadilha os iBes alcangcam o detector onde este ir4 responder com um sinal

. ¥8%] De certa forma, a armadilha de iGes é assim chamada porque actua como

mensurave
um filtro de massas, capturando os i6es por periodos de tempo relativamente longos. Apés
captura é produzido um espectro de massas convencional. A armadilha ou captura de ides
consiste geralmente em trés eléctrodos, um eléctrodo anel com uma superficie hiperbdlica

interior e dois eléctrodos “endcap” com superficie hiperbdlica em cada extremidade. 8

A armadilha de ibes é por vezes considerada com uma variante do espectrofotometro
guadruplo j& que a aparéncia e funcionamento dos dois estdo relacionados. No entanto a
armadilha de ides é potencialmente muito mais versétil e tem sem duvida melhor potencial

de desenvolvimento. 839
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O eléctrodo de anel é operado com um campo sinusoidal de frequéncia de radio enquanto
0s outros sdo operados de diferentes formas podendo ser com potencial de terra ou com
qualquer tensdo DC ou AC. 3839

O resultado deste detector € um espectro de massa, isto é, temos a informacgéo da razéo
massa/carga dos ibes obtidos na fragmentacdo do nosso analito. Podemos posteriormente
comparar esse espectro dentro de bibliotecas de espectros para identificagdo do nosso

analito.

28



Monitoriza¢do de Desreguladores Endécrinos em Aguas

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e consumiveis

Na preparacdo das solucdes foi usado metanol e n-hexano da Merck com um grau de
pureza de 99,9%. A agua usada foi agua ultrapura retirada de um sistema Simplicity 185 Mili

Q da marca Millipore cuja resistividade apresentava um valor de 18,2 MQ.cm.

A fibra usada, de 100 um de PDMS, e o suporte (“holder” manual) usado para a fibra foram
adquiridos a Supelco®.

Os viais de vidro usados tinham uma capacidade de 20 mL.
O cloreto de sodio (NaCl) usado era da marca Panreac e de pureza 99,5%.

Os pesticidas usados na preparacao das solucdes e as respectivas marcas estao descritos
na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 Pesticidas utilizados, marca, grau de pureza

Pesticida

Marca

Grau de Pureza

(%)
2,4-D Pestanal Fluka 98,6
Alacloro Pestanal Riedel-de Haén 99,9
Aldrina Pestanal Fluka 95,8
Atrazina Dr. Ehrenstorfer Gmbh 99,0
Bifentrina ChemService 98,0
Cipermetrina Pestanal Riedel-de Haén 99,6
DDD Supelco 98,0
DDE ChemService 99,5
DDT Supelco 98,8
Deltametrina Pestanal Riedel-de Haén 99,9
Diazin&o Pestanal Riedel-de Haén 99,0
Dieldrina Pestanal Fluka 97,9
a-Endossulfao Supelco
B-Endossulféo Supelco
Endrina Singma Aldrich 99,1
Fenvalerato Pestanal Riedel-de Haén 99,0
HCH Pestanal Riedel-de Haén 99,8
Hexaclorobenzeno Sigma Aldrin 99,0
Iprodiona Pestanal Riedel-de Haén 99,9
Malatido Pestanal Riedel-de Haén 97.3
Metoxicloro Supelco 98,7
Simazina Pestanal Fluka 99
Vinclozolin Pestanal Fluka 99,5
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2.2 Equipamentos

As analises cromatogréficas foram realizadas num equipamento de cromatografia gasosa
GC-MS da Thermo GC Ultra equipado com um detector MS Polaris Q e um injector
automatico (Figura 2.2). A separacdo cromatografica foi realizada numa coluna Zebron ZB-
ZLB (30m x 0,25 mm x 0,25 pm) em que o Hélio a 1 mL/ min foi o gas de arraste.

O agitador usado foi um Multistirred 15 da Velp Scientifica.
Balanca utilizada é da marca Metter Toledo com a precisdo de 0,00001 g

Para homogeneizar as soluc¢des foi usado um Vortex de marca Nahita 681/5 e o para a
determinacédo de pH foi usado pH Meter GLP 22.

Figura 2. 1 Cromatografo GC-MS da Thermo usado na realizacéo do trabalho

2.3 Preparacgao de solugdes padrao

As solugdes padréo de cada pesticida foram preparadas por pesagem rigorosa de cada um

e de acordo com a sua solubilidade, diluidas em metanol ou n-hexano (Anexo Al)

A partir das solugbes padrdo foram feitas duas solugdes mée, uma em n-hexano com 18
pesticidas e outra em metanol com 5 pesticidas, de concentracdo 10 mg/L. A partir das
solucdes mée de 10 mg/L foram feitas diluicbes de 1 pg/L, 50 pg/L e 1000 pg/L. Nas
medicdes de volume foram usadas micropipetas com capacidade de 10 pL, 20 pL, 100 pL e

5000 pL da marca Gilson e Epperdorf.

Para a recta de calibracdo foram preparadas 10 solugbes padréo de concentracdo 0,01;
0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1; 3; 5 e 10 pg/L, as primeiras 4 solugdes foram preparadas a partir
da solucgéo diluida de 1 pg/L, e as restantes da solucao diluida de 50 pg/L.
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A solucao diluida de 1000 pg/L foi utilizada para a realizacdo dos testes de optimizacdo da
fibra.

2.4 Amostragem e preparacao de amostra

Os rios analisados foram os seguintes: Rio Douro, Rio Lima, Rio Lec¢a, Rio Cavado, Ria de
Aveiro, Rio Minho, Rio Tamega, Rio Sousa e Rio Agueda.

Na recolha de amostra, quando nao foi possivel recolher uma amostra no centro do rio,
recolheu-se das duas margens. Os dados referentes aos locais escolhidos para a recolha
das amostras nomeadamente; temperatura no momento da colheita e datas de amostragem

encontram-se na Tabela 2.2.

As amostras foram recolhidas em frascos de vidro de 1 L aos quais se adicionou 10 puL de

acido acético glacial. As amostras foram mantidas a -20°C até a sua analise.

Tabela 2.2 Locais da recolha da dgua e temperaturas

DIESTYMEGED o) Local de recolha Data de recolha Terrlperatura

amostra da agua (°C)
Ria de Aveiro Norte tj;g%iifs%'\\,'v 27/06/2010 26
Ria de Aveiro Sul ot 7o 27/06/2010 26
Rio Minho Norte e coners 66 05/06/2010 25
Rio Minho Sul tgﬁg%ii‘iiﬁ%m 05/06/2010 25
Rio Douro Norte tg:;gg%sgazz‘ég:m 27/07/2010 26
Rio Lima Norte Lﬁ‘;‘gjﬁ.}ﬁ;}'\j\, 13/06/2010 27
Rio Lima Sul tg;g%ﬁ%g%g'\\,‘v 13/06/2010 27
Rio Sousa L%?]‘g4§§02§97777'\'w 13/06/2010 27
Rio Agueda E?E;‘%tl%‘ﬁ%m 27/06/2010 26
Rio Tamega tg;g%ﬁ%%'\\,'v 27/06/2010 26
Rio Leca Norte I[_acl)tnzélgolfosszzgvl\\ll 07/07/2010 25
Rio Leca Sul t%‘n‘élglfOSEffgv'\\‘, 07/07/2010 25
Rio Cavado Norte le)?]t;ézj’éffgl'\lw 11/07/2010 25
Rio Cavado Sul Lat:41°30'54.69'N; 11/07/2010 25

Long:8°46'29,12"W

Na Figura 2.2 estdo assinalados os locais de amostragem para uma melhor percepcao
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Figura 2. 2 Mapa representativo dos locais de colheita de amostras

2.5 Procedimento analitico

A técnica analitica utilizada neste trabalho foi SPME seguida de GC-MS.

2.5.1 Procedimento de extraccgéao

Antes do inicio do trabalho as fibras utilizadas foram condicionadas a 250°C em corrente de
hélio durante uma hora no injector do GC-MS, conforme recomendacdes do fabricante
(Supelco®).

O volume de amostra escolhido para a extrac¢éo foi de 10 mL e os viais foram colocados
numa placa de agitacdo (Figura 2.3). Durante a etapa de extracgdo movimentava-se a fibra

sempre que apareciam algumas bolhas de ar a sua superficie.

A Figura 2.4 ilustra a etapa de adsorcao da fibra e posterior dessor¢do da mesma.

Figura 2.3- Fibra de PDMS na etapa de adsorc¢ao
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Figura 2.4- Adsor¢&o dos analitos na fibra e posterior dessor¢do no equipamento

2.5.1.1 Optimizacdo dos parametros

Foram preparados viais com o volume de 10 mL e concentracdo 500 ug/L para o estudo da
optimizacdo do método. Para tal evaporou-se em corrente de azoto a temperatura ambiente
0 solvente organico (n-hexano ou metanol) onde tinham sido preparados os padrdes de
pesticidas. Adicionou-se 10 mL de agua ultrapura, e colocou-se em agitacdo onde foi
testado a quantidade de metanol usada, o tempo de adsorcdo da fibra, a temperatura de

dessorcao e a quantidade de NaCl.

A temperatura de extrac¢do utilizada em todos os ensaios foi de 20°C. Para obter melhor
performance da fibra foi necessario conhecer as condi¢cdes para as quais esta funciona da
melhor forma e se obtém melhores resultados. Mantendo o0s restantes parametros

constantes apenas se fez variar uma.
Nos estudos de optimizagédo dos parametros da fibra foram realizados ensaios em triplicado.

Os tempos de adsorgéo testados foram: 15 min, 30 min, 45 min e 60 min. Valores estes que
foram estudados mantendo constante os restantes pardmetros constantes (500 pg/L, 0,2%

NaCl, temperatura de dessor¢éo de 270°C, 5% de metanol)

Testou-se a quantidade de NaCl com 0; 0,05; 0,1; 0,2 % em cada vial. Avaliou-se de modo
idéntico a percentagem de metanol (0; 2,5; 5 e 7,5 %) e a temperatura de injector (250, 260

e 270 °C) mantendo-se sempre o0s restantes parametros constantes.
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2.5.1.2 Obtencéao das curvas de calibragéo

ApGs a optimizacdo da fibra foi efectuada a calibragdo mantendo constante os parametros
de 2,5% metanol, 0% de NaCl, a temperatura de injector de 260°C e o tempo de exposicéo
de 45 minutos.

As fibras usadas ficaram no injector todo o tempo da corrida cromatografica para evitar que

ficassem retidos nas fibras alguns compostos, evitando entéo o efeito de memdria.

As amostras de agua de rios foram analisadas nas mesmas condi¢cdes que os padrdes da

curva de calibragao.

2.5.2 Anélise cromatografica

Inicialmente foram injectados os pesticidas individualmente e identificados os seus tempos
de retencéo (Tr). Apos determinacao dos respectivos Tr todas as determinagfes foram

analizadas em modo “selected reaction monitoring” (SRM).

A temperatura foi programada, sendo inicialmente de 60°C durante 1 min e aumentando de

20°C/min até aos 200°C onde se manteve por 1 min com posterior aumento de 5°C/ min até
aos 245°C onde se manteve por 40 min. A injeccao foi em modo split/splitless. Os pesticidas
foram distribuidos de acordo com o seu tempo de retencdo em segmentos e apresentam os

seguintes segmentos, de acordo com a Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 Segmentos usados e respectivos intervalos de tempo e ides de quantificacdo
pesquisados

Segmento intervalo de I6es de quantificagao
tempo
1 06,00-10,00 179, 137, 152, 199, 304
2 10,00-10,37 142, 249, 284, 290, 44,201, 186, 58, 200, 215
3 10,37-11,55 109, 181, 219
4 11,55-11,80 124,178, 187, 198, 212, 285, 220, 175, 162
5 11,80-12,00 45, 146, 160, 188
6 12,00-12,35 109, 181, 219
7 12,35-12,66 93, 125, 127, 158, 173
8 12,66-15,00 66, 263, 293
9 15,00-15,60 195, 241, 339
10 15,60-17,05 176, 246, 318, 79, 263, 277, 81, 263, 281
11 17,05-17,40 165, 235, 354
12 17,40-19,70 165, 195, 199, 209, 235, 241
13 19,70-20,60 165, 166, 181
14 20,60-28,95 187, 189, 227, 244, 246, 314
15 28,95-39,00 77,91, 127, 163, 181, 209, 415
16 39,00-51,00 419, 225, 167, 125
17 51,00 253, 181, 93, 172, 208

A temperatura a qual se encontrava o detector era de 250 °C e o injector operava em
splitless com surge a 260 °C. O split time foi de 2 min na coluna o fluxo 1,00 mL/ min com

uma velocidade linear de 50 mL/ min.

Para cada cromatograma obtido foram pesquisados 0s pesticidas usando o0s seus ibes de
qguantificagdo nos seus tempos de retencdo e depois, ap0s integracdo, obteve-se a area

para cada composto.

2.6 Preparagao das amostras
Para cada amostra de rio e conforme a optimizagéo da fibra foi medido 250 uL de metanol,
colocado num vial e adicionou-se 20 yuL de 2,4-D como pesticida que funcionaria como

padrdo interno. Completou-se o volume de 10 mL com a agua do rio correspondente e com
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o auxilio de um agitador colocou-se a adsorver a fibra durante o tempo para o qual esta foi
optimizada. A concentragdo deste padrdo interno foi de 1 pg/L.
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3. DISCUSSAO E RESULTADOS

3.1 Anélise cromatogréfica

Consultou-se a biblioteca Niest para obter os ibes mais abundantes de cada pesticida. No
entanto apenas se pesquisou alguns ides para cada pesticida. Na Tabela 3.1 encontra-se
representado os tempos de retencdo e dos ides obtidos da Niest, os ibes pesquisados para
cada pesticida.

Tabela 3.1 Pesticidas, seus ides de quantificacdo e tempos de retencao

Pesticida RT lIao de quantificacao I6es de identificacéo
Diazinao 9,3 179 199, 304,137, 152
a-HCH 9,08 181 219, 109
HCB 10,16 284 142, 249, 290
Simazina 10,21 44 201, 186
Atrazina 10,21 200 58, 68, 215
B-HCH 10,45 181 109, 219
Lindano 11,55 181 109, 219
Vinclozolin 11,57 212 124,178, 187, 198, 285
6-HCH 12,12 181 109, 219
2,4-D 11,61 162 175, 220
Alacloro 11,95 45 146, 160, 188
Malatido 12,62 125 93, 127, 158, 173
Aldrina 12,97 66 263, 293
B-endossulfao 15,47 241 195, 339
p,p’-DDE 15,66 246 176, 318
Dieldrina 15,83 79 263, 277
Endrina 16,92 81 263, 281
o,p’-DDT 17,11 235 165, 354
p,p’-DDD 17,70 235 165, 199
a-endossulfao 17,31 241 195, 209
Bifentrina 19,84 181 165, 166
Metoxicloro 20,44 227 237, 36, 114, 141
Iprodiona 20,34 187 189, 244, 246, 314
Cipermetrina 32,20 163 77,91, 127, 181, 209, 415
Fenvalerato 40,30 125 167, 225, 419
Deltametrina 52,30 253 93, 172, 181, 208
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3.2 Optimizagéo da fibra

3.2.1 Efeito da concentracéo salina

O efeito da quantidade de sal € importante pois este pode influenciar a eficiéncia de
extraccdo dos analitos presentes na matriz. E muito importante que este valor seja
optimizado para evitar um uso excessivo de NaCl o que iria conduzir a uma diminui¢gdo dos

coeficientes de actividade de alguns compostos mais sensiveis.
As quantidades de sal testado foram: 0; 0,05; 0,1 e 0,2 % de NacCl.

Para tal mantiveram-se constantes as outras variaveis com os valores de 0,5% de metanol,

45 min de tempo de exposicéo e temperatura do injector de 260°C.

Para cada quantidade de sal foram feitas duas injeccdes, e foi usado o valor médio das
areas obtidas para a realizacdo de um grafico em que seja perceptivel qual a melhor

guantidade de sal.

Os valores médios de areas encontram-se representados no grafico da Figura 3.1.

Diazindo
Iprodiona s.oe+os - a-HCH
Metoxicloro HCB
Bifentrina 306406 Atrazina
a-endossulfao Simazina
I)‘u't. g
p,p'-DDD 4 x/ Lindano
0,p-DDT —“‘* B-HCH
I\
O
Endrina \~ Vinclozolin
, 0% NaCl
Dieldrina o-HCH
= (0,05% NaCl
p,p'-DDE 2,4-D
- = 0,1% NaCl
-endossulfa ) lacloro ’
B u S\Idrlna alatléo
e 0,2% NaCl

Figura 3. 1 Representacéo das areas médias obtidas dos pesticidas em estudo com a variagao da
guantidade de cloreto de sodio adicionada & amostra
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O critério usado para a escolha da quantidade de sal é a comparacdo das areas, logo
mediante a analise do grafico pode-se constatar que para a maioria dos pesticidas as
guantidades de NaCl para as quais se obtém melhores &reas sdo as realizadas com 0,2 %
de NaCl e a auséncia do mesmo. Por questdes econdmicas e como se encontram quase em
igualdade optou-se pela auséncia de sal o que se traduz em maior facilidade do método.
Para alguns pesticidas o efeito da concentracédo salina nem sempre é vantajoso como é o
caso do HCB e do metoxicloro.

O facto de se ter optado pela auséncia de sal ndo é de estranhar visto que este factor néo
ajuda muito no caso de analitos pouco solluveis na matriz em analise. A adicdo de um sal a
amostra é preferivelmente usada quando a extrac¢ao ocorre em “headspace” uma vez que o

sal poder& conferir danos no revestimento da fibra polimérica.

3.2.2 Efeito da temperatura

Para o estudo do efeito da temperatura do injector, teve-se em conta que esta devera ser
suficiente para que todos os analitos presentes na fibra dessorvam ndo sendo superior as
temperaturas de operacdo da fibra. Neste estudo manteve-se constante as condi¢bes de

operacédo de 2,5 % de metanol, tempo de exposi¢cédo de 45 minutos e 0,2 % de sal.

O grafico da Figura 3.2 que representa os resultados obtidos com as trés temperaturas

estudadas para a dessorcdo dos analitos.
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Diazindo
Iprodiona 1.0e+0s - a-HCH
Metoxicloro HCB
Bifentrina <heror Atrazina
a-endossulfao Simazina
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p,p'-DDD > \/‘1 Lindano
\S
& /r
o,p'-DDT | ) / -HCH
p ¢ |
N o\
Endrina = ‘1 Vinclozolin
{
Dieldrina 0-HCH
p,p-DDE 2,4-D —T=250¢
B-endossulfio . . _Alacloro —T=260%C
Aldrina Malatiao —T=2702C

Figura 3. 2 Representacdo das areas médias obtidas dos pesticidas em estudo com a variacao da
temperatura do injector

Pela andlise do gréafico pode-se constatar que a temperatura que favorece a dessorcao dos
pesticidas globalmente na fibra é a de 260°C. Foi entdo a esta temperatura que a limpeza da
fibra e a dessor¢cédo dos analitos foram executadas. O condicionamento da fibra ndo requer
esta temperatura, ele foi realizado durante 30 minutos a uma temperatura de 250°C de

acordo com o manual fornecido pelo fabricante, Supelco®.

3.2.3 Efeito da quantidade de metanol

A quantidade de metanol pode interferir com a capacidade de absor¢do da fibra e também
minimizar a adsor¢cdo dos pesticidas ao material de vidro. Os valores usados nesta
determinacgéo foram de 0; 2,5; 5 e 7,5 % de metanol. Para tal, foram feitos dois ensaios para
cada quantidade mantendo as restantes condigfes constantes (0,2 % de NaCl, temperatura

do injector de 260°C e tempo de exposicao de 45 min).
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Diazindo
Iprodiona.oe+os - a-HCH
Metoxicloro HCB
Bifentrina 5.0407 Atrazina
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0 ey —
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—
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——0% MeOH
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B-endossulfag. . . Alacloro 2:> % MeOH
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Figura 3.3 Representacdo das areas médias obtidas dos pesticidas em estudo com a variagéo da

guantidade de metanol adicionado

Verificou-se que a 5% de metanol as areas obtidas para cada pesticida sdo notoriamente
pequenas enquanto para 2,5 % de metanol se encontra areas bastante elevadas quando
comparadas com as restantes. Entre a percentagem de 0 e 7,5 % pouca alteracdo é visivel.

A quantidade escolhida foi sem davida a de 2,5 % metanol.

3.2.4 Efeito do tempo de exposi¢cao

O tempo de exposicdo da fibra a solugdo é sem divida um dos factores mais importantes. E
imprescindivel que a fibra fiqgue em contacto com os analitos um periodo de tempo suficiente
para que se atinja o equilibrio entre as duas fases. No entanto esse tempo podera ser de
muitos minutos ou até horas. Os intervalos de tempos testados neste trabalho foram aqueles
gue a bibliografia sugeria como sendo os tempos necessarios para a extracgdo dos analitos,
15 minutos, 30 minutos, 45 minutos e 60 minutos. Pela andlise da Figura 3.4 pode-se
constatar que para o tempo de 45 minutos as areas eram superiores as restantes obtidas

para a maioria dos pesticidas e restantes tempos de exposigéo.
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Diazindo
1.0E+08 - a-HCH
Metoxicloro HCB
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— A5 min
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Figura 3. 4 Representacdo das areas médias obtidas dos pesticidas em estudo com a variacéo do
tempo de exposicao
3.2.5 Efeito do pH

Fizeram-se varios estudos com agua desionizada com estes pesticidas mas sem ajuste de
pH, em que a falta de reprodutibilidade nalguns pesticidas era notéria. Posteriormente

repetiram-se esses ensaios com pH ajustado a 3.5 e a reprodutibilidade melhorou.

3.3 Curvas de calibracao

No decorrer deste trabalho observou-se em iniUmeras injec¢des que a fibra ndo respondia,

voltando a ter uma resposta adequada no dia seguinte.

Na calibragcdo foram preparadas as solugfes com as concentragdes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,2;
0,3; 0,5; 1; 3; 5 e 10 pg/L a partir da solugdo mée e suas diluicdes. Na Figura 3.5 esta

representado um cromatograma obtido com a concentrac&o de 0,05 pg/L de cada pesticida.
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Figura 3. 5Cromatograma obtido em modo SRM para a concentracdo de 0,05 pg/L de cada pesticida.

Sendo que 1- a-HCH; 2- diazindo; 3- simazina/atrazina; 4- 2,4-D; 5-dieldrina; 6- p,p’-DDD; 7-

bifentrina; 8- cipermetrina e 9- deltametrina.

Para cada concentracdo foram feitas trés injeccbes e foi usado o valor médio destas ou
entdo um dos valores de concentracdo para a obtencdo da recta de calibragdo. Os valores
do declive (m), ordenada na origem (b) e também o R? encontram-se representados na
Tabela 3.2.

Durante o periodo em que se realizou este trabalho, a coluna cromatogréfica foi perdendo a
capacidade de resolucdo de alguns analitos. Por isso para a triazina e a simazina nao foi
possivel a sua separacdo cromatografica assim como o o0,p’-DDT e o p,p’-DDD que tendem

a ter Tr cada vez mais préximos.

Os limites de deteccéo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) foram determinados a partir
da razéo sinal/ruido (S/N) fornecido pelo programa Xcalibur num cromatograma em que

cada pesticida tinha uma concentracéo de 0,05 pg/L.

No caso da cipermetrina, bifentrina, endrina e alacloro, estes foram bastante complicados de
se obter uma boa linearidade uma vez que a fibra para além de ndo dar resultados muito

reprodutiveis também se mostrou bastante inconstante para estes pesticidas em questao.
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Tabela 3.2 Valores obtidos de declive e ordenada na origem para cada recta de calibracéo, razéo

sinal ruido e limites de detecc¢éo e quantificacédo obtidos pela razédo sinal/ruido

Gama de
Pesticida concentragdes m b R? SN* LOD (ug/L) LOQ (ug/L)
(pg/L)

Diazin&o 0,2-5 31268 12734 09996 6534  2S0E0S - T.65E05
a-HCH 0,01-1 25075 78334 0999 1004  DA9ED4 - 4.98E04
HCB 0,2-10 25678  6981,1  0,9955 58 2,59E-03 8,62E-03
Atrazina/simazina 0,05-5 22119 12717 0,951 79 1,90E-03 6,33E-03
B-HCH 0,05-5 35203 13499 09973 50 3,00E-03  1,00E-02
Lindane 0,01-5 32052 43948 09997 253 5938-04  1,98E-03
vinclozolina 0,01-5 32042 14525 09976 111 1,35E-03 4,50E-03
&-HCH 0,01-5 662,81 44628 09968 1178 1,276-04  4,24E-04
2,4-D 0,3-10 16362 22554 09968 4120 ~ >O4E0S  121E04
Alacloro 0,055 167,63 18432  0,9985 414 3,62E-04 1,21E-03
Malatizo 0,3-5 47787 3746 0,9851 47 3,19E-03 1,06E-02
Aldrina 0,2-5 501,76 25459  0,9979 21 7,148:08  2,38E-02
B-endossulfzo 0,01-5 14923 23853  0,9997 38 3,95€-03 1,32E-02
p,p’-DDE 0,15 44761 278261 09986 165 9,09E-04 3,03E-03
Dieldrina 0,2-5 10126 31380  0,9978 21 7,148-03 2,38E-02
Endrina 0,2-5 4595 27946 09492 188 7,988-04  2,66E-03
0,p-DDT 0,055 81600 10175  0,9923 110 1,36E-03 4,55E-03
p,p’-DDD 0,01-1 68159 88647  0,9958 73 2,05E-03 6,85E-03
a-endossulfdo 0,01-5 10923 18455  0,9964 206 7,28E-04 2,43€-03
Bifentrina 0,01-5 2650,2 34692  0,9612 247 6,07E-04 2,02E-03
Metoxicloro 0,15 143202 93322 0,9997 65 2,31E-03 7,69E-03
Iprodiona 0,01-5 740,06  3967,5  0,9939 21 7,148-03 2,38E-02
Cipermetrina 0,25 27841  9467,2 09813 133 LISEO03 37603
Fenvalerato 0,01-5 21596 61934  0,9964 32 4,69E-03 1,56E-02
Deltametrina 0,01-10 74728 11799 0,9992 20 7,50E-03 2,50E-02

* Obtido do cromatograma com uma concentracdo de 0,05 pg/L de cada pesticida
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3.4. Pesticidas nas 4guas dos rios da regido Norte Portugal

Y

Relativamente a andlise das aguas dos rios foram efectuadas colheitas em ambas as
margens. Através do programa do Xcalibur foi efectuada uma pesquisa dos pesticidas
usando para tal os seus ides de identificacdo e quantificacdo. Para o reconhecimento do
pesticida foi comparado o espectro de massa obtido com o obtido por um padrdo. Os
cromatogramas apresentados foram obtidos em modo SRM em que a pesquisa dos
pesticidas também foi efectuada em modo SRM.

Durante a realizacao destas analises, e atendendo provavelmente a um efeito matriz ndo foi
possivel separar cromatograficamente a simazina da atrazina. Como estas triazinas tém
ibes de quantificagdo comuns e 0 mesmo tempo de retencdo os resultados foram
apresentados como simazina/atrazina. Como se pode verificar pela tabela 3.1 a atrazina e a

simazina saem em conjunto no mesmo tempo de retencao.

Nesta fase do trabalho verificou-se uma falta de reprodutibilidade com variacGes de cerca de
80%. Esta situacdo ndo melhorou com a utilizagdo de um novo conjunto de fibras. Por isso
nao apresentamos aqui os valores da concentracdo de pesticidas dos rios da regido Norte.
No entanto, a sua detecgdo por GC-MS comprova por si sO a sua presenga nestas aguas de

superficie.

Devido a falta de reprodutibilidade obtida durante a realizacdo deste trabalho ndo se
apresentam os valores de concentracGes obtidas nas amostras. Qualquer concentracao
apresentada estaria envolvida um desvio de tal forma elevado que a sua apresentacdo nao
teria sentido. No entanto a sua presenca quando detectada por esta metodologia €

indiscutivel, porque foi garantida a limpeza da fibra entre as amostras.

3.4.1 Rio Tamega

O rio Tamega é um rio internacional, que desagua em Entre-0s-Rios no Rio Douro. Neste
rio, foram pesquisados todos os pesticidas atras referidos e foram detectados por
espectrometria de massa 0s seguintes: diazindo, HCB, a-HCH, B-HCH, Lindano, 6-HCH,
fenvalerato, 2,4-D, alacloro, malatido, dieldrina, aldrina, bifentrina, p,p’-DDE,

simazinal/atrazina, vinclozolina e metoxicloro.

De acordo com o Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas sao
pesticidas a pesquisar na Regido de Amarante nas aguas destinadas para consumo
humano o 2,4-D, o alacloro e a atrazina. Esta € uma regido vinicola e demais culturas de

variadas espécies, onde a presenca de um elevado niumero de pesticidas seria de esperar.
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Para os resultados das andlises da agua deste rio apresenta-se um cromatograma em modo
SRM e respectiva pesquisa dos ides de identificacdo e quantificacdo para o pesticida
alacloro. Apresenta-se também o espectro de massas do respectivo pesticida onde é de facil
visualizacéo os ides de identificacdo e de quantificacéo.

100— 15.91

80—
— 1009m03dAguaTamegaSPMEO2 #178 RT: 11.81 AV: 1 NL: 540E3
- T: +¢ SIM ms [44.50-45.50; 145.50-146.50; 159.50
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Figura 3.6 Pico cromatografico em SIM e espectro de massas obtido na pesquisa do alacloro na 4gua
do rio Tamega

Como se pode ver pelo espectro obtido o pico que sai aos 11,81 min € o alacloro uma vez
gue quando comparado 0 espectro de massas obtido com o do padréo, estes apresentam o
mesmo comportamento em que 0 ido mais abundante é o 45, ido de quantificacdo do

alacloro.

3.4.2 Rio Douro

O rio Douro é o segundo rio mais extenso da Peninsula Ibérica. Atravessa extensas zonas
agricolas e, como tal, seria de esperar a detecgdo de pesticidas. De acordo com o Ministério
da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas 0os compostos que se poderiam
encontrar neste rio seria 0 2,4-D, o alacloro e a atrazina. Os pesticidas encontrados foram: o
HCB, Simazina/atrazina, vinclozolina, 2,4-D, malatido, aldrina, metoxicloro, fenvalerato e

deltametrina.

Na Figura 3.7 representa-se um exemplo da pesquisa de um pesticida nomeadamente o

malatido.
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Figura 3. 7 Pico cromatografico em SRM e espectro de massa obtido na pesquisa do malatido nas aguas do
rio Douro

O pico correspondente ao malatido € aquele que apresenta como tempo de retencdo um
valor de 12,36. Refere-se que o seu espectro de massas foi devidamente comparado com o

espectro de massas obtido para o pesticida padrao.

3.4.3 Rio Lima

Sendo o do rio Lima um rio internacional que atravessa areas rurais espera-se que
apresente também a presenca de pesticidas. Neste rio detectou-se o diazindo, a-HCH,
lindano, 6-HCH, HCB, simazina/atrazina, vinclozolina, 2,4-D, alacloro, malatido, aldrina,
fenvalerato e deltametrina. A deltametrina apenas foi identificada na margem norte. Existe a

possibilidade da sua presenca depender das correntes existentes, do tipo de sedimentos

presentes nas aguas do rio que afectam a deposicéo e adsorcédo dos pesticidas.

Como exemplo apresenta-se o0 caso da pesquisa do 2,4-D com os seus ifes de identificagdo

e quantificagdo numa das margens da agua do Rio Lima na Figura 3.8.
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Figura 3. 8 Pico cromatografico em SRM e espectro de massas obtido na pesquisa do 2,4-D na
agua do rio Lima
Ao comparar o espectro de massa obtido com o espectro de massa obtido numa solugéo
padrao podemos confirmar que realmente se trata do 2,4-D, cujo tempo de retencao é de

11,67 minutos.

3.4.4 Rio Sousa

z

Este rio é afluente do Rio Douro com apenas 182 km de comprimento, mas passa por
inimeras localidades com pratica agricola intensa. Desta forma é bastante provavel tanto a
deteccdo de herbicidas como de insecticidas. De uma forma geral a agricultura local € a
base de produtos basicos, nomeadamente batata, couve, vinha, e uma diversidade de

arvores de fruto

Da analise da amostra do Rio Sousa foram detectados 0s seguintes pesticidas: diazindo, a-
HCH, B-HCH, 6-HCH, lindano, HCB, simazina/atrazina, 2,4-D, malatido, aldrina, metoxicloro,
alacloro, cipermetrina e fenvalerato. Sendo que todos os pesticidas mencionados estdo
presentes nas duas margens com a excepcao do lindano, metoxicloro e cipermetrina que

nao se encontram presentes na margem sul do rio.

O facto de haver pesticidas que apenas estdo presentes numa das margens deve-se ao
facto de poder haver uma deposi¢éo de pesticidas no fundo do rio e além disso temos que
ter em conta que alguns destes sdo bastante persistentes e que apesar de estar neste
momento proibida a sua venda, o tempo de vida destes pode ser o suficiente para que ainda

permanecam nas aguas.
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Na Figura 3.9 mostra-se um espectro correspondente a pesquisa do malatido na margem
norte do Rio Sousa.
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Figura 3. 9 Pico cromatografico em SIM e espectro de massas obtido na pesquisa do
malatido na agua do rio Sousa

3.4.5 Ria de Aveiro

A ria de Aveiro corre cerca de 46 Km paralelamente ao mar e banha algumas localidades
em comparagao com os restantes rios. Dada a sua proximidade com 0 mar e uma vez que a
barreira que os separa € muito pequena e sensivel, alguma 4gua do mar pode entrar na ria

0 que traduz numa salinizacdo da mesma.

Na agua recolhida da Ria de Aveiro foram encontrados os seguintes pesticidas: diazindo, a-

HCH, p-HCH, lindano, 8-HCH, HCB, simazina/atrazina, 2,4-D, malatido, aldrina, metoxicloro

e fenvalerato.

Mostra-se também na Figura 3.10 a titulo de exemplo um cromatograma em que foi

pesquisado a presenca de um pesticida: o malatido
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Figura 3. 1 Pico cromatografico em SIM e espectro de massas obtido na pesquisa do malatido na agua
da ria de Aveiro

3.4.6 Rio Agueda

Na andlise deste rio internacional espera-se poucos pesticidas uma vez que esta agua
percorre mais terreno mais florestal do que campos agricolas. Ha no entanto alguns campos
de cultivo perto do rio no entanto sdo pequenos em comparagcdo com as zonas agricolas

gue rodeiam o rio Douro e 0 Tamega.
Os pesticidas encontrados na agua deste rio sdo o diazindo, HCB, 2,4-D, malatido e aldrina.

Na figura 3.11 mostra-se a pesquisa do pesticida HCB através dos seus ides de
guantificacdo e identificacdo e representa-se também o espectro de massas que foi

previamente comparado com o obtido pela solucéo padrao.

11.66

100—

50 248.82

198.96

4386 14197 18596
214.99

283.85

T UL B e e T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
miz

Figura 3. 11 Pico cromatogréfico em SIM e espectro de massas obtido na pesquisa do HCB na
agua do rio Agueda
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3.4.7 Rio Minho

Na pesquisa de pesticidas nas aguas do Rio Minho foram encontrados os pesticidas:
diazinao, a-HCH, B-HCH, 6-HCH, 2,4-D, lindano, HCB, simazina/atrazina, malatido, aldrina,

p,p’-DDE, metoxicloro e fenvalerato.

Segundo o Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas, seria de
esperar a presenca de 2,4- D e atrazina ou seus metabolitos. Abaixo encontra-se um
cromatograma referente as triazinas (atrazina e simazina).
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3.4.8 Rio Cavado

O rio Cavado nasce na Serra do Larouco, passa pelo concelho de Braga, Barcelos e

desagua no Oceano Atlantico junto a Esposende, ap6s um percurso de 135 km.

Tendo como principal Guia o documento publicado pelo Ministério da Agricultura, do
Desenvolvimento Rural e das Pescas, nas Regifes por onde este rio passa seria provavel
encontrar nas aguas superficiais e de consumo o alacloro e a atrazina, pesticidas estes que
nao foram encontrados nesta andlise. Os pesticidas encontrados foram o diazindo, a-HCH,
B-HCH, lindano, 6-HCH, HCB, 2,4-D, malatido, B-endossulfdao, p,p’-DDE, metoxicloro,
cipermetrina e fenvalerato. Na margem sul apenas nao foi identificado o B-endossulfao tal
deve-se ao facto de poder ter ocorrido uma deposi¢cdo de pesticidas no fundo do rio, em
sedimentos ou até mesmo em plantacdes proximas.
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Para a andlise destes pesticidas, mostra-se a seguir um exemplo da pesquisa de um
pesticida, o metoxicloro. (Figura 3.12)
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Figura 3. 13 Pico cromatografico em SRM e espectro de massas obtido na pesquisa do
metoxicloro na agua do rio Cavado

3.4.9 Rio Leca

O Rio Leca nasce no concelho de Santo Tirso a uma altitude aproximada de 420 m,
percorrendo 48 quildmetros até a foz, junto ao porto de LeixBes. Actualmente, atravessa
uma regido onde a actividade industrial € intensa, tendo sofrido os efeitos da falta de
tratamento dos residuos industriais, que ainda s&o, muitas vezes, lancados directamente
nas suas aguas. A degradacdo qualitativa das aguas e dos sistemas biolégicos é patente
nas zonas afectadas pela actividade antropica (agricultura, industria ligeira, deposi¢cdo nao
autorizada de residuos), pondo em risco sistemas hidrogeoldgicos de interesse local.

Consequentemente, este rio tem sido considerado um dos mais poluidos da Europa.

Quanto a andlise deste rio, 0 que seria de esperar era que se obtivessem valores de 2,4-D,
alacloro e atrazina pois sdo o0s pesticidas previstos pelo Ministério da Agricultura, do

Desenvolvimento Rural e das Pescas.

Pela andlise dos resultados obtidos verificou-se a presenca do diazindo, 2,4-D, alacloro,
malatido, aldrina, B-endossulfao, p,p’-DDE, cipermetrina e fenvalerato. Na margem norte

apenas nao foi identificado o alacloro enquanto na margem sul todos os mencionados foram
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detectados. Mostra-se na imagem a seguir a pesquisa do alacloro para a margem sul do Rio

Leca (Figura 3.14).

RT: 0.00 - 58.01
21
100 8
80
60 15.92
14591

40

20

o
100

609 15995

18794
409 4490

14672
0= T T T T T T T T T T T T
50 60 70 80 % 100 110 120 130 140 150 160 170 180
miz

] 1843 21.23 22.70
el

L m m pe S B B s e “USHEES” SN R R m e s m e
o 5 0% 15 20

Figura 3. 14 Pico cromatografico em SRM e espectro de massas obtido na pesquisa do Alacloro
na agua do rio Leca
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3.4.10 Analise global

Dos pesticidas presentes nas aguas uns foram encontrados em maior quantidade que
outros. Os rios analisados foram 9 e perante os resultados obtidos verifica-se que o0 2,4-D e
0 malatido estdo presentes em todas as amostras analisadas e a endrina, o, p’-DDT, p,p’-
DDD, a -endossulfao e a iprodiona nao foram detectados. Este facto ndo é de estranhar ja
gue esta proibida a venda de pesticidas organoclorados em Portugal ha cerca de 20 anos,
no entanto foram pesquisados devido a sua persisténcia. Dos pesticidas pesquisados 0s
gue se encontram em menor numero de amostras sao a bifentrina e a dieldrina.

A Figura 3.15 representa a percentagem de ocorréncia de cada pesticida no total de

amostras analisadas, 9 rios do norte de Portugal.

% de ocorréncias

Figura 3. 15 Percentagens de ocorréncias dos pesticidas pesquisados

Quanto ao rio mais contaminado este sera o rio Tamega no qual foram detectados 17
pesticidas. O rio que contém menos pesticidas € o rio Agueda. A Figura 3.16 representa

graficamente o numero de pesticidas encontrados nos rios estudados.
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de pesticidas encontrados

~ Numero

Figura 3.16 NUumero de pesticidas presentes nos respectivos rios

O facto de a amostragem ter sido realizada numa época de menor pluviosidade faz com que

0s poluentes estejam menos diluidos e por isso a sua deteccdo mais facilitada. A

amostragem destas aguas foi efectuada essencialmente na foz dos rios, onde é esperado

uma concentracdo mais elevada de contaminantes do que a montante visto que desde a

nascente até a foz do rio eles passam por diversas localidades e zonas de intensa

actividade agricola. Tal facto traduz-se numa acumulacao de pesticidas na foz no rio visto

gue durante o percurso efectuado pelo rio ele vai transportando para a foz do mesmo.

Tabela 3.3- Listagem dos pesticidas encontrados nos rios e sua classificacdo de acordo com

a familia e classe quimica.

Rio Familia Classe Quimica Pesticidas
Organoclorados 2,4-D
Herbicida
Triazinas Simazina/ atrazina
Organoclorados Metoxicloro e aldrina
Rio Douro
Insecticida Organofosforados Malatido
Piretroides Deltametrina e fenvalerato
Fungicida Organoclorados Vinclozolin e HCB
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Tabela 3.3 (continuacéo) - Listagem dos pesticidas encontrados nos rios e sua classificacao

de acordo com a familia e classe quimica

Rio Familia Classe Quimica Pesticidas
Fungicida Organoclorados HCB e vinclozolina
Oraanoclorados Aldrina, a-HCH, lindano e
g §-HCH
Rio Lima Insecticida Organofosforados Malatido e diazindo
. Fenvalerato e
Piretrides deltametrina
Organoclorados 2,4-D e alacloro
Herbicida
Triazinas Simazina/atrazina
Fungicida Organoclorados HCB
Aldrina, a-HCH, B-HCH, 6-
Organoclorados HCH,lindano e
metoxicloro
Rio Sousa Insecticida Organofosforados Diazindo e malatido
Piretroides Cipermetrina e
fenvalerato
Organoclorados 2,4-D e alacloro
Herbicida
Triazinas Simazina/atrazina
Fungicida Organoclorados HCB
Organofosforados Diazindo e malatido
Aldrina, a-HCH, B-HCH, 6-
Insecticida Organoclorados HCH,lindano e
Ria de Aveiro metoxicloro
Piretréides Fenvalerato
Organoclorados 2,4-D
Herbicida
Triazinas Simazina/atrazina
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Tabela 3.3 (continuacéo) - Listagem dos pesticidas encontrados nos rios e sua classificacao

de acordo com a familia e classe quimica

Rio Familia Classe Quimica Pesticidas
Fungicida Organoclorados HCB
Organofosforados Diazindo e malatido
Rio Agueda Insecticida
Organoclorados Aldrina
Herbicida Organoclorados 2,4-D
a-HCH, B-HCH, lindano, 6-
Organoclorados HCH, dieldrina, aldrina, p,p’-
DDE, e metoxicloro.
Insecticida
Organofosforados Diazindo e malatido,
Rio Tamega Piretréides Bifentrina e fenvalerato
Fungicida Organoclorados HCB e vinclozolina
Organoclorados 2,4-D e alacloro
Herbicida
Triazina Simazina/atrazina
a-HCH, B-HCH, lindano, &-
Organoclorados HCH, aldrina, p,p’-DDE,
metoxicloro
Insecticida " L
Organofosforados Malatido e Diazindo
Rio Minho ) ]
Piretroides Fenvalerato
Fungicida Organoclorados HCB
Organoclorados 2,4-D
Herbicida

Triazinas

Simazina/atrazina
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Tabela 3.3 (continuacéo) - Listagem dos pesticidas encontrados nos rios e sua classificacao
de acordo com a familia e classe quimica

Rio Familia Classe Quimica Pesticidas
a-HCH, B-HCH, lindano,
Oraanoclorados 0-HCH, , B-endossulfao,
9 p,p’-DDE, metoxicloro e
cipermetrina
Insecticida
Organofosforados Diazindo e malatido
Rio Cavado
Piretroides Cipermetrina e
fenvalerato
Herbicida Organoclorados 2,4-D
Fungicida Organoclorados HCB
Oraanoclorados Malatido, aldrina, -
9 endossulféo e p,p’-DDE
Insecticida Organofosforados Diazindo
Rio leca
Piretréides Cipermetrina e
fenvalerato
Herbicida Organoclorados 2,4-D e alacloro
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4 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objectivo a optimizacdo de um método simples, rapido e sem uso
de grandes quantidades de solvente na identificacdo e quantificacdo de 23 pesticidas
legislados como desreguladores enddcrinos em aguas de rios do Norte de Portugal.

Para tal usou-se a deteccdo por espectrofotometria de massas com o uso de ibes de
guantificacdo e identificacdo visto ser uma técnica bastante sensivel. Como método de
extracgdo foi usado SPME com o uso de uma fibra de PDMS de 100 um de espessura. As
condicbes de operacdo para este trabalho foram uma temperatura de injeccdo de 260°C,
auséncia de cloreto de sédio, 0,25 % de metanol e um tempo de amostragem de 45

minutos.

No decorrer deste trabalho, varios foram as dificuldades que se fizeram sentir. De todos 0s
problemas que vieram a surgir o mais pertinente € o facto da falta de reprodutibilidade que
foi de cerca de 80%. A fibra exigiu certos cuidados nomeadamente de temperatura ambiente
constante, 25°C e pH ajustado a 3.5 sendo que a qualquer variacdo minima ocorreria um

desvio ainda maior.

No Rio Tamega foram encontrados o0s seguintes pesticidas: diazindo, a-HCH, B-HCH, &-HCH,

lindano, HCB, simazina/ atrazina, vinclozolina, alacloro, 2,4-D, malatido, aldrina, bifentrina,

metoxicloro e fenvalerato.

No rio Douro estdo presentes HCB, simazina/ atrazina, vinclozolina, 2,4-D, malatido, aldrina,

fenvalerato e deltametrina.

No rio Lima encontra-se diazindo, a-HCH, 6-HCH, 2,4-D, HCB, vinclozolina, lindano,

simazinal/atrazina, alacloro, malatido, aldrina, fenvalerato e deltametrina.

No rio Sousa os pesticidas encontrados foram: diazindo, HCB, aldrina, a-HCH, B-HCH, 6-

HCH, lindano, simazina/ atrazina, 2,4-D, cipermetrina, alacloro, fenvalerato e malatido.

No rio Cavado estdo presentes o diazindo, a-HCH, B-HCH, 6-HCH, lindano, HCB, 2,4-D,

malatido, metoxicloro, cipermetrina e o fenvalerato.

Na ria de Aveiro encontrou-se o diazindo, a-HCH, B-HCH, 6-HCH, lindano, HCB,
simazina/atrazina, 2,4-D, Malati&o e aldrina. No rio Agueda estdo presentes o diazin&o,
HCB, 2,4-D, aldrina e malatido.
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E por ultimo no rio Leca esta presente o diazindo, 2,4-D, alacloro, malatido, aldrina,

cipermetrina e fenvalerato.
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5. PERSPECTIVA DE TRABALHOS FUTUROS

Como proposta a trabalho futuro seria interessante completar este estudo nas mesmas
amostras mas em modo de detec¢gdo MS-MS.

A realizacdo de alguns testes para resolver o problema da falta de reprodutibilidade

nomeadamente com outro injector com programacgao de temperatura e outro tipo de liner.
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7 ANEXOS

A.1 Tabela com a concentracdo de cada pesticida para a preparagéo da solugdo mae.

Pesticida Concentracéo (ug/L) Solvente
2,4-D 440000 Metanol
Alacloro 4802000 n-hexano
Aldrina 2414000 n-hexano
Atrazina 350000 Metanol
Bifentrina 622000 n-hexano
Cipermetrina 2236000 n-hexano
p,p’-DDD 2506000 n-hexano
p,p’-DDE 2152000 n-hexano
o,p’-DDT 1676000 n-hexano
Deltametrina 2298000 n-hexano
Diazin&o 5164000 n-hexano
Dieldrina 1954000 n-hexano

a -Endossulféao 1644000 n-hexano
B -Endossulféo 2238000 n-hexano
Endrina 1760000 n-hexano
Fenvalerato 2500000 n-hexano
HCB 1210000 n-hexano
HCH 3878000 n-hexano
Iprodiona 698000 Metanol
Malatiéo 4090000 n-hexano
Metoxicloro 3036000 n-hexano
Simazina 620000 Metanol
Vinclozolina 720000 Metanol
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