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RESUMO

De forma a proteger o ambiente e a salde humana, é imperativo evitar, prevenir ou
reduzir as concentracBes prejudiciais de poluentes nocivos na agua subterranea. A
necessidade da obtencdo de niveis de proteccdo da agua subterrdnea, encontra-se
estabelecida em normas de qualidade e devem ser desenvolvidas metodologias que
permitam a avaliacdo do estado quimico da dgua subterranea.

Este trabalho experimental centrou-se no desenvolvimento de uma metodologia
analitica de deteccéo e quantificacdo por cromatografia gasosa com detector de captura de
electroes dos pesticidas atrazina e respectivos metabolitos (desetilatrazina e
deisopropilatrazina), simazina, terbutilazina e o metabolito desetiterbutilazina, folpete,
dimetoato, diazindo, malatido, cloropirifos e o azinfos-metilo em aguas de pocos.

O estudo progressivo baseou-se na colheita de agua a 20 pogos agricolas na zona
de Esposende, area considerada pelo Ministério da Agricultura do Desenvolvimento Rural e
Pescas como sendo uma zona vulneravel.

O método utilizado para a validacao da técnica cromatografica baseou-se na norma
ISO 8466-1:1990. Os parametros de validacéo considerados foram:
especificidade/selectividade, capacidade de identificacdo, limites de detecgcdo e
gquantificacao, relacédo sinal/ruido, linearidade e curva de calibracdo, precisao (repetibilidade,
precisdo intermédia e reprodutibilidade), eficiéncia de extrac¢do e arrastamento.

O método demonstrou ser capaz de identificar e quantificar os analitos, sem
interferéncia de outros compostos. Obteve-se um valor para os parametros da precisdo
inferior a 10%, enquanto os mais baixos limites de deteccdo e de quantificacdo foram,
respectivamente, 0,014 e 0,047 pg L™

Na preparacdo de amostras optou-se pelo método de extraccdo em fase solida,
tendo sido testadas cinco diferentes tipos de colunas extractivas; Lichrolut® EN/RP-18;
Strata SDB-L e C18-E; Chromabond HR-P e HR-X, sendo que as colunas Lichrolut® EN/RP-
18 apresentaram melhores resultados para a globalidade dos pesticidas.

Da andlise efectuada aos 20 pogos agricolas verificou-se que apenas 3 néo
apresentavam qualquer vestigio dos pesticidas monitorizados, sendo que as restantes
apresentavam valores entre 0,05 e 53,2 pg L™, valores superiores aos impostos pela
legislagdo em vigor (Decreto-Lei n.° 208/2008 de 28 de Outubro para dgua subterréanea e
Decreto-Lei n°306/2007 referente a agua para consumo).

Verificou-se que os proprietarios dos pocos agricolas, dos quais se procedeu a
amostragem de agua para andlise ndo tém a consciéncia da falta de qualidade dessa agua,
nem dos maleficios que possam advir do seu consumo

Palavras-Chave: Pesticidas, Cromatografia Gasosa, SPE, Validacao.
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Abstract

The protection of environment and human health, it is imperative to avoid, prevent or
reduce harmful levels of harmful pollutants in groundwater. The necessity of achieve levels of
protection of groundwater, is established in quality standards and methodologies should be
developed that allow assessment of chemical status of groundwater.

This work is developing an analytical method for detection and quantification by gas
chromatography with electron capture detection of atrazine and its metabolites
(desethylatrazine and deisopropylatrazine), simazine, and metabolite Terbuthylazine,
desethyterbutilazine, folpet, dimethoate, diazinon, malathion, chlorpyrifos and azinphos-
methyl in water wells.

Were collected 20 waters from agricultural wells in the area of Esposende, this area is
considered by the Ministry of Agriculture Rural Development and Fisheries as a vulnerable
area.

The reference used for the validation of chromatographic technique was based on
ISO 8466-1:1990. The validation parameters were considered: specificity / selectivity,
identification capability, quantification and detection limits, signal to noise ratio, linearity and
calibration curve, precision (repeatability, intermediate precision and reproducibility),
extraction efficiency and carryover.

This method showed capacity to identify and quantify analytes this compounds
without interference from other compounds. The value obtained for precision was less than
10% and for limits of detection and quantification were, respectively, 0.014 and 0.047 mg L™.
Sample preparation was chosen method of solid phase extraction and were tested five
different types of columns and quarrying; Lichrolut ® EN/RP-18; Strata SDB-L and C18-E;
Chromabond HR-P and HR-X , and the columns Lichrolut EN/RP-18 ® showed better results
for the full range of pesticides.

Analysis of the 20 agricultural wells was found that only 3 showed no trace of pesticides
monitored, and the remainder had values between 0.05 and 53.2 mg L-1, all higher than
those imposed by legislation (Decree Law No. 208/2008 of 28 October to groundwater and
Decree-Law No. 306/2007 regarding drinking water). It was found that owners of agricultural
wells, which has conducted water sampling for analysis are not aware of the lack of quality of

water, or the harm that may result from its consumption.

Keywords: Pesticides, Gas Chromatography, SPE, Validation.
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Introducéo

“Se 0s humanos tivessem baptizado o seu planeta a partir de um olhar langado do espago,

este ter-se-ia chamado Agua, e ndo Terra’[1].

1. Introducao

Apesar da evidente abundancia de dgua em todo o globo, tem vindo a ser reconhecido, ao
longo de décadas, por cientistas dos mais variados ramos do conhecimento, de que existe

um risco real de ocorrer escassez da agua potavel.

O homem dispde de dois recursos para o abastecimento de 4gua doce: agua superficial e

agua subterranea [2].

A utilizacdo da agua subterrdnea € uma alternativa bastante vidvel em termos econémicos,
uma vez que de uma maneira geral, se trata de uma agua de elevada qualidade, que
dispensa tratamentos sofisticados e que se encontra dispersa por extensas areas do

planeta.

A 4gua captada dos pocos artesanais pode ser utilizada no abastecimento puablico, industrial
ou comercial. No entanto, durante a constru¢cdo de pocos artesanais é necessario ter em
consideracdo, por exemplo: factores geoldgicos, factores hidrolégicos e os factores
ambientais. As principais causas de contaminacdo da agua proveniente de pogos sdo o
aporte directo de impurezas, quer através da abertura superior do pog¢o; contaminagdo no
momento da retirada de agua ou devido as chuvas intensas que arrastam contaminantes
usando como canal transportador os macroporos constituintes do subsolo que assim

contaminam o lencol freatico [3].

Em Portugal, e até ao presente momento, ndo tem existido qualquer obrigatoriedade legal
no sentido de que se proceda a analises quimicas e/ou toxicologicas das aguas de pogos,
ficando-se apenas por uma mera recomendacdo. No entanto, a indisponibilidade de
informacfes que poderiam resultar do recurso sistematico a analises de agua é impeditiva
da adopcao de qualquer accdo destinada ao controlo e/ou erradicacdo dos contaminantes

que utilizam a gua como meio de transporte ou de cultura.
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O uso descontrolado da agua, a falta de iniciativas que visem a sua sustentabilidade conduz
a um provavel cendrio de escassez de agua potavel, obrigando as entidades competentes, a
desenvolver novos meios de disponibilidade dos recursos hidricos, tendo como base a

optimizacao da utilizag&o e controlo dos desperdicios de agua doce [4].

Nos rios pode ocorrer, por via directa, a contaminacdo por pesticidas, em virtude da
aplicacdo de pesticidas em actividades de controlo de algas e insectos, lancamentos de
efluentes industriais e domésticos sem um tratamento prévio. A contaminacdo de rios
também pode ocorrer por via indirecta, a exemplo do que acontece em processos de
lixiviacdo do contaminante através do solo, em processos de erosdo e/ou devido a
precipitacdo atmosférica. A presenca de pesticidas nos rios, com origem no uso agricola
daquelas substancias pode depender da dindmica desses compostos no solo e do

contributo de agentes naturais, tais como o vento [5, 6].

Vérios investigadores evidenciam a sua preocupa¢cdo com o impacto real que os pesticidas
podem causar no meio ambiente. Existe por isso o interesse em quantificar os pesticidas
presentes em rios e em bacias hidrogréficas provenientes da actividade agricola para tentar
determinar relevantes pardmetros toxicologicos, tais como; concentracdes letais e sub-letais

bem como os efeitos que podem alterar a dindmica das cadeias alimentares [5, 7-9].

1.1. Pesticidas

Os pesticidas sdo substancias usadas para destruir, combater ou alterar o ciclo de uma
praga. Podem ser de origem natural ou sintética e actuar de forma fisica, quimica ou
biologica no metabolismo das pragas [10, 11], sendo classificados consoante 0 modelo mais
adequado a forma de abordagem pretendida seja, por exemplo, pelo alvo de accéo e pela
estrutura quimica. Assim, uma classificacdo dirigida ao alvo de accdo podera incluir as
seguintes classes de pesticidas: acaricidas (carracas, aranhas, acaros), antimicrobianos
(microorganismos), avicidas (passaros), fungicidas (fungos), herbicidas (plantas, ervas
daninhas), insecticidas (insectos), moluscicidas (caracois e lesmas), piscicidas (peixes),
rodenticidas (roedores) [12]. Se se adoptar uma classificagdo segundo a estrutura quimica,
0s pesticidas sdo agrupados de acordo com familias quimicas especificas, tais como:

e Insecticidas: organoclorados; organofosforados; carbamatos; formamidina;

tiocianatos; dinitrofendis; organoestanhado; piretroides; acilureias;
» Fungicidas: ditiocarbamatos; tiazois; sulfanimidas; pirimidinas; fenilamidas; triazéis;

ftalimidas; estrobilurinas; acetamidas;
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» Herbicidas: anilinas; compostos quaternarios de amonio; acido propidnico; triazinas ;

ureias [13].

Os pesticidas podem adoptar outras designacdes, tais como: agrotdxicos, protectores
agricolas, remédio, produtos fitossanitarios ou praguicidas.
A utilizacdo de pesticidas visa, rentabilizar a producéo de alimentos, ao limitar ou eliminar a

proliferagdo das pragas que podem consumir ou alterar a producéo alimentar [14].

A Argentina vendeu mais de 120.000 toneladas de produtos alimentares, de origem animal e
vegetal, a Unido Europeia e aos Estados Unidos da América, 0 que representa um aumento
inter-anual de 28,65%, enquanto o Brasil apresentou um incremento inter-anual de 40%.
Estes incrementos resultantes da producdo de alimentos, deve-se em grande parte a
eliminacdo de pragas com utilizacdo de pesticidas. Segundo o Ministério da Agricultura o
elevado nimero de importacbes de alimentos, coloca Portugal no ranking dos paises

economicamente dependentes e de consumo elevado [15].

Apesar de os pesticidas serem agentes responsaveis ndo s6 pelos desequilibrios que
provocam no ecossistema como também pelo surgimento de novas patologias no homem.
No entanto, especialistas que participaram em debates mundiais, chegaram a concluséo
gue a erradicagdo dos pesticidas ndo representa uma solucdo viavel. A organizagédo
internacional “Food and Agriculture Organization” (FAO) considera que a solucdo alternativa
passa pelo uso adequado dos pesticidas a par da monitorizacdo dos pesticidas em aguas e
nos alimentos, de modo a evitar problemas econémicos a nivel mundial e prejuizos para a

saude das populacdes [14].

Segundo dados disponibilizados por esta mesma organizacdo, o mercado mundial de
agrotoxicos alcancou 32 bilibes de dolares no ano 2000, sendo que 0s paises em

desenvolvimento contribuiram com uma parcela de 3 bilides de délares [15].

Sob o ponto de vista de Higiene e Seguranca no Trabalho (HST), o Ministério da Agricultura,
do Desenvolvimento Rural e das Pescas tem desenvolvido esfor¢cos de forma a minimizar os
impactos toxicoldgicos relacionados com o manuseamento de substancia fitofarmacéuticas,
disponibilizando informacdes sobre locais de compra de equipamentos de proteccdo

individual (EPI'S) e sobre o uso correcto dos mesmos [16].

No entanto, alguns estudos revelam que apesar da divulgagéo de informagdes, existe ainda

uma elevada percentagem de agricultores, nomeadamente os mais idosos, que ndo usam
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EPI'S, valendo-se do argumento relacionado com custo elevado e a pouca duracdo dos
equipamentos, preferindo assim socorrerem-se da sabedoria e da experiéncia acumulada ao
longo dos anos, que ndo assenta em dados cientificos nem é alvo de actualizagédo por via da
formacdo. Sdo também os agricultores de idade mais avancada que ndo marcam presenga
nas accdes de formacdo promovidas, por exemplo, pela Associacdo de Defesa dos

Agricultores de Braga.

Numa entrevista datada de 2005 no Jornal de Noticias, os agricultores alegaram que nao
léem os rotulos das embalagens e ndo frequentam as formacg8es no ambito da HST dadas
pela Direccdo Regional da Agricultura e das Pescas do Norte, motivo pelo qual ndo
possuiam o0s conhecimentos necessarios para o adequado manuseamento de produtos

fitossanitarios [17].

1.1.1. Toxicidade dos Pesticidas

Os pesticidas, na sua esséncia, sdo considerados substancias toxicas, com 0s inerentes
perigos para o ser humano. Em termos gerais, 0 risco tdxico esta directamente relacionado
com o potencial toxico do composto, o grau de contaminacdo e o tempo de duracdo da

exposicao.

Considera-se, que o principal problema que o uso dos pesticidas acarreta € o da sua
utilizacdo indiscriminada, & margem de qualquer preocupacdo com a seguranca da sua
utilizacdo. Os cuidados a ter para lidar com os pesticidas em seguranca ndo devem
circunscrever-se aos agricultores, mas abranger todos os que directa ou indirectamente
contactam com pesticidas.

De forma a garantir o nivel desejavel de seguranca € necessario proceder a avaliacdes quer

das normas de utilizacdo de cada produto quer da relacdo risco/beneficio [18].

A classificacdo toxicolégica assente no grau de toxicidade dos produtos tenta evidenciar o
potencial perigo do pesticida, por alguma das vias de contacto/absorcdo seja por ingestéo,
inalacdo ou por via intradérmica. Esta classificacdo baseia-se em dados de toxicidade aguda
do produto obtidos, por exemplo, através de estudos efectuados em animais de laboratério
para célculo da dose letal em 50% de uma populacdo exposta (DLsp).

A accdao toxica pode manifestar-se quando se atinge um determinado limiar de concentracao
do pesticida no organismo podendo neste caso verificar-se a recuperacéo total ou parcial,

ou entdo, perdurar um certo nivel de toxicidade que sO serd possivel de recuperar alguns
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dias ou meses apoés o contacto. Este efeito permite considerar dois tipos de intoxicacédo: a
intoxicacdo aguda e a intoxicac¢ao cronica.

A intoxicagdo aguda ocorre quando a exposicdo a grandes quantidades de pesticidas,
sucede num periodo de tempo relativamente pequeno, podendo esta intoxicagdo ser
acidental, ocupacional, homicida ou suicida. Esta ultima € a situacdo mais frequente de
ocorrer no Homem, uma vez que os individuos com instintos suicidas reconhecem nos
pesticidas o seu potencial letal e o facil acesso a este tipo de téxicos. Dai que a casuistica
das mortes por pesticidas tenha quase sempre uma etiologia de suicidio.

Na Figura 1.1, faz-se referéncia ao numero de pericias toxicolégicas para pesquisa de
pesticidas, requisitadas e efectuadas ao nivel da Delegacdo Norte do Instituto Nacional de
Medicina Legal, I.P. ao longo da ultima década. Note-se que, os dados apresentados se
baseiam no niumero de mortes com suspeita de intoxicacao por pesticidas, ndo significando

que os resultados analiticos tenham confirmado esse tipo de intoxicacéo.

Variacdo do numero de andlises realizadas a Pesticid as no
Laboratorio de Toxicologia Forense pelo INML  -DN, I.P.

300

200

100 ’ I

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Figura 1.1 Numero de casos de suspeita de intoxicagdo por pesticidas nos ultimos 10 anos

Estudos de toxicidade oral e dérmica fornecem dados que servem como referéncia no
estabelecimento dos niveis de toxicidade aguda, permitindo o seu enquadramento em cada
uma das devidas categorias toxicologicas. No entanto, a classificagédo toxicolégica s6 ocorre
ap06s a constatacdo de que o pesticida em estudo ndo apresenta nenhum factor de

impedimento legal para o seu registo [19].

Relativamente a definicdo de niveis de intoxica¢édo cronica, dado que esta se caracteriza por

ocorrer quando a exposi¢ao se verifica num periodo de tempo relativamente longo.
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Em qualquer dos tipos de intoxicagfes atrds referidas existem diversos factores a ter em
consideracédo, tais como, as idiossincrasias do individuo exposto, designadamente a sua

sensibilidade ao pesticida ou caracteristicas genéticas [20].

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), durante uma avaliagdo toxicologica
todos os dados deverdo ser analisados com igual importancia. Os estudos de toxicidade
cronica até agora publicados sobre os riscos de lesdo em Orgaos especificos e sobre os
possiveis efeitos mutagénicos, carcinogénicos, neurotdxicos ou comportamentais no homem
sdo inconclusivos. A Tabela 1.1 demonstra a classificacdo toxicoldgica dos pesticidas
segundo a OMS [21].

Tabela 1.1 Classificagéo toxicoldgica dos pesticidas [21]

DL oral (mg/kg) DL 50 dérmica (mg/kg)
Classificacao toxicologica

Produto sélido | Produto liquido | Produto sélido | Produto liquido

| a) Extremamente perigoso 5 ou menos 20 ou menos 10 ou menos 40 ou menos
| b) Altamente perigoso 5-50 20-200 10-100 40-400
I Moderadamente Leve 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
) ) Superior a Superior a Superior a
IIl Levemente perigoso Superior a 500
2000 1000 4000

1.1.2. Absorcéo e Distribuicdo dos Pesticidas no Or  ganismo

A capacidade de absorcdo de uma substancia depende da sua forma de apresentagéo e da
via pela qual ela penetra no organismo [20]. A inalacdo de particulas, gases ou vapores
ocorre a nivel das vias respiratdrias, enquanto a via oral pode intervir na absorcao devida a
ingestdo de alimentos ou de aguas contaminadas, podendo estas ultimas ser absorvidas por

via cutdnea no caso de contacto com a pele.

A inalacdo de substancias da-se quando se verifica a sua persisténcia na atmosfera. A
absorcdo por via respiratéria verifica-se, normalmente, um caudal de inalacdo entre 5 a 6
L/min, com um pico maximo de 30 L/min, para organismos em repouso. A extensa area
pulmonar com aproximadamente 90 m?, e a superficie alveolar, de, aproximadamente, 70 m?
facilita o contacto com os compostos toxicos presentes no ar. Sendo o pulmdo um 6rgéo
bastante permeével e ricamente vascularizado, permite a rdpida e eficiente absor¢cdo de

substancias presentes no ar, promovendo, por exemplo, a retencao dos pesticidas nos cilios
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das vias aéreas superiores [22]. As particulas depositam-se em duas vias aéreas do sistema
respiratorio, na via aérea superior, precisamente na nasofaringe e na via aérea inferior onde
a arvore trdqueo-bronquial e os alvéolos sdo os alvos preferenciais. A exposicdo aos
pesticidas em niveis toxicos resulta numa vasta variedade de sintomas e sinais, que
dependem do pesticida utilizado, da dose absorvida e das condi¢Bes de salde do individuo.
A contaminacdo por inalagdo apresenta os seguintes sintomas: ardor na garganta e

pulmdes, tosse, rouquiddo e congestionamento das vias respiratorias [23].

Uma importante via de absorcdo de pesticidas é a via cutdnea, que sera mais pronunciada
para as formulas oleosas dos pesticidas, dependendo fundamentalmente da
lipossolubilidade, do grau de ionizacdo, do tamanho da molécula e da capacidade de
hidrélise do pesticida face as condicdes de pH da epiderme e da derme. Os pesticidas, que
na sua maioria séo lipossollveis atravessam facilmente as membranas celulares da pele, de

natureza lipoproteica, o que facilita a sua absorcéo [23].

Os sintomas apresentados pela contaminacdo por via dérmica sdo: irritacdo (pele seca e
gretada), mudancga da coloracdo da pele (4reas com cor amarelada ou avermelhada) e

descamacéo.

Na absorcdo gastrointestinal sdo véarias as caracteristicas dos pesticidas que podem
influenciar este mecanismo, destacando-se a sua constante de dissociagcdo, 0 seu grau de
lipossolubilidade, a sua solubilidade no pH do estdmago ou do intestino, a sua massa molar

e a sua estabilidade [24].

1.1.3. Cinética e Metabolismo dos Pesticidas

O sistema que envolve a intoxicacdo baseia-se em trés elementos bésicos: o pesticida
(agente toxico), o organismo e a resposta (sinais e sintomas).

Os pesticidas sao transportados através do sangue dependendo de diversos factores, tais
como a lipossolubilidade e grau de ionizacdo, para atravessarem as membranas celulares e
barreiras organicas. Os compostos lipossollveis apresentam mais afinidade para as
membranas, atravessando-as facilmente, enquanto as membranas celulares sdo mais
permeaveis as formas ndo ionizadas dos pesticidas e relativamente impermeaveis as suas

formas ionizadas [25].
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1.1.4. Biotransformacéao, Eliminacéo e Excrecao

As substéncias xenobibticas que penetram no organismo podem sofrer algum tipo de
biotransformac&o. As principais reaccdes envolvidas neste processo sdo: oxidacgao,
reducdo, hidrélise e conjugagéo [26].

Consoante o seu grau de lipossolubilidade e de polaridade a nivel fisiolégico, as substancias
apresentam maior ou menor capacidade para atravessar as membranas organicas e
consequentemente poderem ser excretadas pelos rins.

Com frequéncia os pesticidas séo biotransformadas com formagdo de produtos mais
polares.

Os primeiros produtos dessa biotransformacdo atravessam facilmente as membranas
organicas e embora sejam filtrados a nivel renal, sdo reabsorvidos pelos capilares
glomerulares e permanecem no organismo. Atravessam depois um processo de
biotransformacéo produzindo compostos polares, que estdo desprovidos da actividade
téxica e séo excretados pelos rins, pelo ar expirado, pelo suor e pela saliva. Este processo €
responsavel pelo aumento na duracdo da accdo e pela concentracdo das substancias
xenobidticas no sangue e nos tecidos [24, 26].

Estes factores fisiolégicos sdo normalmente os mesmos para qualquer tipo de contaminante.

1.1.5. Aspectos Toxicologicos de alguns Pesticidas Estudados

Da vasta gama de pesticidas existentes serdo analisados alguns compostos constituintes do
grupo dos insecticidas, herbicidas e fungicida. Dentro dos herbicidas optou-se pela familia
quimica das Triazinas, enquanto que do grupo dos insecticidas se privilegiaram, alguns
Organofosforados, para além do estudo do folpete, um fungicida pertencente a familia das

Ftalimidas.

Alguns pesticidas das familias das triazinas, nomeadamente a atrazina, bem como os
organoclorados (OCPs) tém sido considerados agentes responséveis pela disfuncdo do
sistema reprodutor [27], indutores da doenga de Parkinson e por provocar danos no sistema

nervoso central [28, 29].

As triazinas sdo compostos com estrutura base da 1,3,5-triazina. As substituicbes ocorrem
nas posigcoes 2, 4 e 6. Os radicais substituintes na posi¢cao 2 podem ser —Cl ou —SCHj e,
nas posigdes 4 e 6, a substituicdo da-se por grupos amina.

Estes herbicidas triazinicos sdo usados em aplicacbes pré- e pdés-emergentes em culturas

de milho e de cana-de-aclUcar. A atrazina é também utilizada no controlo de plantas
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daninhas em lagos [25]. Estes herbicidas s-triazinicos séo pouco soluveis em agua e muito

by

soliveis em solventes organicos, a excepg¢do da simazina. Na Tabela 1.2, estédo

representadas as propriedades fisico-quimicas dos herbicidas triazinicos [14, 30].

Tabela 1.2 Caracterizagao e certas propriedades fisico-quimicas de alguns herbicidas da familia das triazinas

[14, 30]
Caracteristicas Atrazina® Simazina Terbutilazina®
Cl N._ NHCH,CH cl N_. _ NHCH.CH Cl.__N.__NHC(CH,)
, o e b i
Formula Estrutural N 2N N__N N__N
NHCH(CH3)2 NHCH_CH, NHCH,CH,
o S N2-tert-butyl-6-chloro-
2-cloro-4 (etilamino)-6- | 2-cloro-4,6-bis-etilamino-s-

Nome quimico (IUPAC)

(isopropilamino)-s-triazina

triazina

N4-ethyl-1,3,5-triazine-

2,4-diamine
) o Gesatop, Sipazina 800 PM,
o Gesaprin 800 Pm, Herbitrin, ) ) )
Nomes Comerciais ] ) Simanax SC, Herbazin 800 Gardoprim
Siptran, Atrazinax 500, etc.
PM, etc.
Formula Molecular CsH14CINs C7H12CINs C9H16CIN5S
Massa Molar (g/mol) 215,68 201,66 229,71
PF (°C) 171 225 176
Dissociagéo Acida (pKa) 1,7 - (25°C) 1,62 (25°C) 2,00 (25°C)
Solubilidade em agua
70 (22 °C) 5 (20°C) 6,6 (20°C)
(mg/L)
. ) ) Acetona, etanol,
Solubilidade em | Pouco soluveis: éter etilico, o 3 o Metanol, Acetona, n-
] o cloroformio, éter dietilico,
solventes organicos metanol e cloroférmio. hexano

acetato de etila

As triazinas podem ser absorvidas por via respiratoria, cutanea ou oral. A biotransformagéo
destes pesticidas envolve um processo de N-desalquilacdo e de conjugagédo do produto
formado. O grupo isopropilo é mais facilmente removido que o etilo, sendo que os radicais —

Cl e —=SCH; permanecem intactos [24].

A capacidade de absorcdo cuténea da atrazina € de, cerca de 16% do total da concentragéo
aplicada directamente sobre a pele humana.
ApOs a absor¢cdo cutanea as triazinas sdo biotransformadas através de processos

oxidativos, formando derivados hidroxilados e grupos amina (Figura 1.2).

! Serzo alvo de estudo os respectivos metabolitos da Atrazina, a Desetilatrazina e a Deisopropilatrazina.

% Tanto a Terbutilazina como o correspondente metabolito (Desetilterbutilazina) seréo objectos deste estudo.
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Figura 1.2 Produtos de biotransformacgéo da atrazina. (1) 2- cloro-4-etilamino-6-2-atrazina; (2) 2-cloro-4,6-
diamino-s-triazina; (3) 2-cloro-4-amino-6-isopropilamino-s-triazina; (4) 2-hidroxi-4-etilamino-6-isopropilamino-s-
triazina e (5) 2-hidroxi-4,6-s-triazina

A atrazina, quando administrada em ratos em doses de 30 mg/kg, é parcialmente excretada
através da urina (66%) e das fezes (18%) nas primeiras 72 horas. Valores de excregéo
idénticos encontram-se descritos para a Simazina. Por este motivo, a excrecao urinaria de
metabolitos bi-desalquilados, desisopropilados e desetilados pode ser usada para a

correspondente monitorizacéo biolégica da absorcéo destas triazinas.

No que se refere a toxicidade destes herbicidas triazinicos assinale-se os relativamente

elevados indices para DLsg, facto que indicia a sua baixa toxicidade aguda (Tabela 1.3) [31].

Tabela 1.3 Valores de DLsp em ratos por via oral e dérmica, para as triazinas estudadas [31]

DL g, (mg/kg) em ratos

Compostos
Via Oral Via dérmica
Atrazina 2000 3000
Simazina 5000 5000
Terbutilazina 1845 2000

Os pesticidas organofosforados (OF) sdo caracterizados pelas suas propriedades de néo-
persisténcia e lipossolublilidade. A sua utilizagdo destina-se ndo sé a controlar/erradicar
pragas tal como a maioria dos pesticidas, mas também a serem usados no tratamento de
algumas patologias, como por exemplo o glaucoma (doenca que afecta o nervo Gptico) [32-

34]. Apresentam propriedades apolares e decompdem-se em meio alcalino. Sao,

10
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possivelmente, os insecticidas mais usados, bem como 0s responsaveis pela maior parte
das intoxicacbes devidas a pesticidas. Ao longo dos ultimos 40 anos, o mercado dos
pesticidas organofosforados tem vindo a contar com mais de 35.000 formulagdes diferentes
[35].

Estes pesticidas sdo na maioria ésteres dos acidos fosforicos e fosfénicos ou derivados dos
acidos tionofosférico e ditiofosforico, possuem a estrutura quimica indicada na Figura 1.3. Os
radicais R; e R, sédo grupos arilo ou alquilo que estédo ligados directamente ao atomo de
fésforo, formando fosfinatos, ou através de um atomo de oxigénio ou de enxofre, formando
fosfatos e fosforotioatos. Em outros casos, R; esta directamente ligado ao atomo de fésforo
e R, estd ligado por um atomo de oxigénio ou de enxofre, formando fosfonatos ou
tiofosfanatos. Os atomos (X) que podem formar ligacdo dupla com o fésforo podem ser
oxigénio, enxofre ou selénio, enquanto o radical L pode incluir uma série de grupos, tais
como halogénios, alquilos, arilos ou grupos heterociclicos. O radical L, ligado através de um
oxigénio ou atomo de enxofre ao atomo de fésforo, é designado como grupo de saida,
sendo libertado pelo atomo de fosforo quando o mesmo é hidrolisado pela fosfotriesterase
[25, 36].

X
R,”

Figura 1.3 Representagéo da Estrutura Quimica Base dos Insecticidas Organofosforados

Os principais motivos da utilizacdo massiva dos compostos OF no controle de insectos
devem-se a franca actividade biologica a que se associa a sua baixa estabilidade na
biosfera, uma vez que possui um tempo de semi-vida em plantas na ordem de 2 a 10 dias.
A isso temos de considerar ainda o relativo baixo custo, a facilidade na sua sintese
guimica, e o reduzido grau de toxicidade para muitos dos organismos que sao alvo de
tratamento, a que nao € alheia a deficiente acumulacéo verificada em organismos vivos, ja

que 80 a 90% dos compostos sdo eliminados ao fim de 48h apds contacto [36].

Alguns OF actuam como insecticidas, aracnicidas e acaricidas, a sua absorcdo pode

ocorrer pelas vias oral, respiratdria ou cutanea.

11
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Na Tabela 1.4, encontram-se descritas as caracteristicas e as propriedades fisico-quimicas

dos insecticidas organofosforados estudados [30, 36-38].

Tabela 1.4 Caracterizacéo e propriedades fisico-quimicas da familia dos insecticidas organofosforados
estudados [30, 36-38]

Caracteristicas Dimetoato Diazindao Malatido Cloropirifos Azinfos-metil
ﬁ s CH fi:z 5 0—CH,—CH i Cl cl N 0
Estrutura 4 SO J >:N 74 C i /¢°Ci”‘ s fI S, P ~
Qimica N O~ on N>j0/ p— CHE’;?;:JF\S et - Lo NN g N\
CHy o] 27512 -0 N:N
CH,
S1.2bis S-3,4-dihidro-4-oxo
Nome quimico O.0-dimetil S- O.O-dietil O-2-isopropil (etoxicarbonil 0,0-dietil-3,5,6-tricloro- 1,2,’3—benzotriazina—
metilcarbamoilmetil 6-metilprimidina-4-il etil 0,0-

(IUPAC) = N ) ) 2-piridilfosforotioato O | 3-ilmetil O,0-dimetil
fosforoditioato fosforoditioato demetilfosforaodi .
. fosforoditioat
tioato
Maltox,
Nomes ) .
o Dimetoato BASUDINE 600 EW Emmaton (por PYRINEX 5 G Gusathion
Comerciais
exemplo)
Formula
C5H12NO3PSZ C12H21N203PS C10H1906PS 2 C9H11NO3CI3PS C10H12N303P52
Molecular
Massa Molar
229.3 304,3 330,36 350,59 317,32
(g/mol)
PF (°C) 43-45°C -- 2,85°C 42 °C 73°C
Dissociag&o o
o N&o aplicavel [38]
Acida (pKa)
Solubilidade em
3 25000 (25 °C) 40 (20 °C) 148,2 (25 °C) - 28 (20 °C)
agua (mg/L)
Solventes

orgéanicos nos
quais ocorre

solubilidade

Metanol, n-hexano, entre outros

Os OF apresentam uma toxicidade mais elevada nos humanos e em outros mamiferos

comparativamente a outros pesticidas, como por exemplo as triazinas [5]. Dependendo da

facilidade de absor¢cdo dos OF nos tecidos, os sinais clinicos da intoxicacdo sdo

evidenciados no imediato ou tardiamente. Assim sendo, em situacdes de inalacdo de

vapores deste tipo de pesticidas que possam estar presentes no ambiente, os primeiros

sintomas aparecem em poucos minutos, enquanto que por ingestdo ou por exposicédo

cutanea pode resultar num aparecimento tardio dos sintomas. Na eventualidade de ocorrer

uma exposicdo cuténea localizada, o efeito imediato tende a ficar restringido a area exposta,

podendo suceder uma reacgdo exacerbada na presenga de lesdo cutinea ou dermatite.

Exemplos de efeitos ou sintomas localizados sob acgéo de OF s&o:

12
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* a nivel de qualquer dos membros periféricos uma provavel sudorese intensa e
tremores musculares espontaneos;

* anivel de um olho pode acontecer visdo turva e/ou miose;

e e no caso de exposicdo pulmonar, em pequenas quantidades, o sintoma associado

pode ser tosse.

Salienta-se que, de acordo com os ultimos estudos, foi revelado que os OF fazem parte do
grupo de agentes quimicos que podem levar a perda da audicao [39].
Na Tabela 1.5, encontram-se descritos os valores de toxicidade, nomeadamente a dose letal

para 50% da populacéo de ratos pelas vias oral e cutanea [38,40].

Tabela 1.5 Valores de DLsp em ratos por via oral e dérmica, para os organofosforados estudados [38]

DL g, (mg/kg) em ratos

Compostos
Via Oral Via cutanea
Dimetoato 800 6000
Diazindo 300 475
Malatido 2100 4000
Cloropirifos >50- 200 2000
Azinfos -metil 16 40 - 200

O folpete é um fungicida, pertence a familia quimica das Ftalimida. Trata-se de um pesticida

7 7

que é considerado selectivo. Normalmente € usado durante o inverno para evitar o
aparecimento de fungos em plantas devido aos elevados teores de humidade no solo e no
ar ambiente. A sua estrutura quimica esta representada na Figura 1.4 e a sua massa

molecular é de 296,56 g/mol.

)

[N—%

Cl
0 ClI7 H

Figura 1.4 Estrutura quimica do folpete

Apresenta elevada solubilidade em &gua e um valor de pH entre 5,0 e 9,0. O ponto de fusédo
€ de 177°C [41].
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Relativamente as informagdes toxicolégicas sabe-se que o folpete € menos téxico em
comparagdo com as triazinas e os organofosforados. Os indices de dose letal que se
encontram descritos para este composto sdo: em ratos uma DLs, (oral) > 5000 mg/kg e em
coelhos uma DLsy (dermico) > 2000 mg/kg. No Homem, a dose diaria aceitavel é de 0,01
mg/kg de peso corporal.

N&o se lhe encontram descritas propriedades mutagénicas, teratogénicas ou carcinogénicas
[42].

1.2. Pesticidas em aguas

A contaminacéo das 4guas subterraneas por pesticidas esta directamente relacionada com
a quantidade de 4gua e a intensidade de precipitacdo no solo, factores estes que favorecem
o processo de lixiviagdo. Embora o solo actue como um filtro fisico e quimico da passagem
da agua para as zonas subterrdneas, este ndo confere total protec¢do quanto ao risco de
contaminacdo. O percurso da agua através do solo até niveis geologicos inferiores pode
arrastar contaminantes, especialmente se na superficie do solo estiverem presentes
substancias hidrossoluveis que facilmente sdo transportadas por lixiviagdo. Logo apos a

precipitacdo, parte da 4gua que atinge o solo infiltra-se e percola no interior do subsolo.

A probabilidade de um poluente atingir a &gua subterrdnea dependera de varios factores tais
como a espessura da zona ndo saturada; o teor de matéria organica; a permeabilidade da
zona nao saturada e do aquifero; o tipo e intensidade da precipitacdo e a inclinacdo do

terreno.

A disponibilidade do poluente no solo € outro factor importante no que diz respeito a
contaminacdo de aguas subterrdneas. Um poluente que se deposite no solo podera passar
por uma série de reac¢des ou interaccdes quimicas e fisicas com os constituintes do solo
antes de atingir a 4gua subterranea. Estas acc¢des poderdo neutralizar, modificar ou retardar

a accao do poluente.

Em alguns casos, podem mesmo conduzir a formacao de produtos mais toxicos como, por
exemplo, o dimetoato que se degrada em dimetoxina, & qual corresponde cerca de 75 a 100
vezes mais toxicidade do que no composto inicial. Igualmente para o malati&o cuja
degradacédo nos solos pode levar a formacgéo de trimetilfosforotioato, que se apresenta com

elevado potencial toxico actuando directamente no sistema nervoso central e nos pulmdes,
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de forma a induzir uma sintomatologia de hipotermia e dificuldades respiratérias em homens

e animais [43-45].

A nivel mundial organizac¢des internacionais como a Agéncia de Proteccdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA) e a Comunidade Europeia (CE) estabeleceram valores limites em
relacdo as concentragbes de pesticidas em aguas, sendo também ambas as entidades
responsaveis pela organizacdo e criacao de listas de periculosidade (avaliadas de acordo
com a toxicidade, persisténcia e uso dos pesticidas). Na lista desenvolvida pela Directiva
76/464/EEC destacam-se 0s pesticidas atrazina; 2,4-D; DDT; dieldrina; dimetoato; linurdo;

Malatido; Trifluralina, entre outros [14].

Os niveis permitidos pela CE sdo determinados pela Directiva da Agua para consumo que
estabelece que a concentracdo méaxima toleravel de um pesticida individualmente nao deve
exceder 0,1 pg/L, e que a concentracdo total de pesticidas ndo deve exceder os 0,5 ug/L,

em agua potavel [46]. Estas recomendacdes tém vindo a ser adoptadas em Portugal.

A Tabela 1.6 apresenta os niveis permitidos para alguns pesticidas, presentes em agua
potével, segundo a legislacao vigente no Brasil, na Argentina e em Portugal, bem como face
aos critérios definidos pela EPA. A Argentina e o Brasil representam os dois paises com

maior crescimento das exportacdes de alimentos ao longo dos ultimos dois anos.

15



Introducao

Tabela 1.6 Niveis permitidos para alguns pesticidas seleccionados, normalmente pesquisados em agua potavel,
segundo a EPA, Portugal, Brasil e Argentina [48-50,107,108 ]

Nivel (ug/L)
Pesticida
Brasil Portugal EPA Argentina
Alaclor 20 0,1 2 0,1
Aldrin a e Dieldrin a 0,03 0,1 -—- 0,03
Atrazina 2 0,1 3 2
Bentazona 300 0,1 --- ---
Clordano 0,2 0,1 2 0,3
2,4-D 30 0,1 70 100
DDT 2 0,1 1
Endossulfa no 20 0,1 -—- 0,02
Endrin e 0,6 0,1 2 0,0023
Glifosato 500 0,1 700 280
Heptacloro 0,03 0,1 0,2 0,1
Hexaclorobenzeno 1 0,1 0,1 0,01
Lindano 2 0,1 0,2 3
Metacloro 10 0,1 10 0,03
Metoxicloro 20 0,1 40 30
Molinato 6 0,1 --- ---
Pendimetalina 20 0,1 ---
Pentaclorofenol 9 0,1 0,1 0,5
Permetrina 20 0,1 - 50
Porpanil 20 0,1
Simazina 2 0,1 4
Trifluralina 20 0,1 2

A concentracdo e a forma de apresentacdo dos pesticidas no ambiente, nomeadamente nos
percursos de 4guas, desde as nascentes até ao mar, podem trazer dificuldades as estacdes
de tratamento de &gua, havendo assim uma crescente necessidade de tecnologias mais
complexas do que aquelas que sdo normalmente usadas no tratamento de 4gua com vista a
torn4-la potavel [52, 53].

Actualmente, as monitorizagbes de pesticidas em agua que sdo efectuadas em territorio

nacional levantam algumas preocupacdes. A Tabela 1.7, evidencia os rios onde os teores de

pesticidas estdo acima dos valores legais, como por exemplo no Rio Guadiana.

16



Introducéo

Tabela 1.7 Valores de algumas Triazinas em aguas encontrados em Portugal

. Aguas o
Atrazina . 0,05-28,89 Tejo-Ribatejo 1996-1998 [54]
Superficiais
N Aguas , ,
Simazina . 0,05-0,10 Tejo-Leziria 1991-1998 [55]
Superficiais
. Aguas . )
Atrazina L 0,05-6 Tejo-Setubal 1991-1998 [55]
Superficiais
N Aguas ,
Simazina . >0,5 Guadiana 2009 [56]
Superficiais
. Aguas .
Atrazina o >0,5 Guadiana 2009 [56]
Superficiais
) Aguas
Atrazina o 0,12 Douro 2007 [57]
Superficiais
. . Aguas
Desetilatrazina L 0,05 Douro 2007 [57]
Superficiais
e Aguas
Terbutilazina . <0,05 Douro 2007 [57]
Superficiais
) o Aguas
Desetilterbutilazina o <0,05 Douro 2007 [57]
Superficiais

Dado que os organofosforados apresentam um grau de decomposicao relativamente rapido
em comparagdo com outros pesticidas, com periodos que oscilam entre dias ou semanas,
tem-se verificado dificuldades na deteccdo destes compostos sendo, por isso, raramente
encontrados na cadeia alimentar [58]. No entanto, sabe-se que estes compostos sdo
altamente téxicos para a vida aquética e continuam a ser alvo de pesquisa e analise nos rios
em Portugal.

A gualidade de uma agua corresponde a um conjunto de caracteristicas, fisicas, quimicas e
biolégicas de um certo corpo de &gua, avaliadas segundo critérios de qualidade que
dependem da finalidade da sua utilizagéo [59, 60].

Os grandes desafios de um programa de monitorizacédo da qualidade da agua séo conhecer
o funcionamento dos ecossistemas, organizar uma base de dados sobre a qualidade da
agua e percepcionar os factores que afectam essa qualidade a nivel regional e nacional [60,
61].
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Os métodos cromatograficos sdo os mais usados pelos laboratorios de andlise quimica para
determinagdo de pesticidas nas mais diversas matrizes, inclusivé para amostras de agua.
Consoante a classe de pesticidas que interessa analisar, a metodologia a empregar &
seleccionada entre a cromatografia gasosa (GC) ou a cromatografia liquida (HPLC). De

igual modo, a escolha do tipo de detector depende do analito a pesquisar.

A necessidade em proceder a extrac¢do dos pesticidas em grandes volumes de agua como
compensacao pelas baixas concentracfes de analitos requer o uso de procedimentos de
pré-concentracdo adequados. As escolhas podem ser variadas, sendo que a opcdo mais
comum recai sobre a extrac¢cdo em fase sélida (SPE). Outras técnicas extractivas, como a
microextraccado em fase sélida (SPME) e a extrac¢do em fase liquida (LLE) também podem
ser utilizadas, apesar desta Ultima apresentar geralmente baixos rendimentos extractivos e a

utilizacdo de solventes é elevada [62-64].

1.2.1. Metodologia analitica em aguas

Em 1976, Visi et al. [65, 66] iniciaram na Hungria um programa de avaliacdo dos niveis de
residuos de pesticidas em aguas superficiais. Numa fase inicial usaram a LLE, que em 2001
foi substituida pela SPE, dadas as vantagens no que respeita ao tempo de andlise e ao
custo, embora mantendo idénticas taxas de recuperacao (entre 70-110%). De acordo com a
metodologia implementada a partir de 2001, esta técnica de monitorizagdo usa equipamento

de GC-ECD (cromatografia gasosa com detector captura de electrdes).

Boul, L. em 1987 estudou a concentracdo de Organofosforados em aguas para consumo na
Bulgéaria, nomeadamente o diazindo, o dimetoato, o cloropirifos, entre outros, utilizando LLE
com recurso a varios tipos de solventes extractivos. Dentre os solventes estudados, o
acetonitrilo foi 0 que apresentou melhores resultados, com percentagens de recuperacdo
superiores a 87%. Estes pesticidas organofosforados foram analiticamente determinados
por GC-ECD [67].

Em 1996, Liska I. e J. Slobodnik dois investigadores de nacionalidade eslovaca, elaboraram
um artigo de revisdo cientifica com o objectivo em estabelecer a comparacdo entre a
determinacgdo de pesticidas em aguas por cromatografia gasosa e por cromatografia liquida.
Até a data da sua publicacdo, a cromatografia liquida era a técnica analitica mais utilizada

na determinacdo em simultdneo de varios pesticidas polares. Por outro lado, quando se
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pretende analisar triazinas e outros herbicidas ambas as técnicas cromatogréficas podem
ser aplicadas [68].

Em 2000, Azevedo D., et al. estabeleceu a comparacdo entre técnicas de cromatografia
gasosa e liquida, acopladas com detectores de massas para a deteccao de 48 pesticidas.
As colheitas de amostras de agua foram efectuadas em rios de Portugal e o processo de
extraccdo usado foi SPE, obtendo-se percentagens de recuperacdo para a maioria dos
compostos superior a 70%. A comparacao entre o tipo de cromatografia empregue permite
concluir que os pesticidas podem ser convenientemente analisados por GC-MS e por LC-
MS. No entanto, na analise por GC-MS alguns dos pesticidas estudados tém de sofrer
processos de derivatizacdo apresentando uma demora acrescida na execucdo da

preparacdo da amostra relativamente a cromatografia liquida [69].

Nagaraju D., e Huang S. publicaram em Maio de 2007, os resultados do estudo da
determinacdo de triazinas em aguas por GC-MS comparando duas técnicas de
microextraccdo, a ja aqui abordada microextraccdo em fase sélida (SMPE) e a
microextrac¢ao liquido-liquido (MELL). Este estudo demonstrou que o recurso a MELL reduz
consideravelmente o tempo de extraccdo necessério para extraccao daqueles analitos em
relacdo a SPME. Para além disso, trata-se de um procedimento extractivo menos
dispendioso e mais simples, apesar de ambos conduzirem a idénticos limites de detecgéo
na andlise por GC/MS [70].

Yu Zhi-gang et al., em 2009 determinaram herbicidas e respectivos metabolitos em
amostras de agua de rios, na provincia de Heilongjiang, China. O equipamento utilizado foi
LC-MS equipado com uma pré-coluna de derivatizagdo, que foi determinante para os bons
resultados obtidos. Na extrac¢cdo foram usadas colunas SPE, cujas percentagens de

recuperacao rondaram os 80% [71].

1.3. Pesticidas no homem

O risco de exposicdo aos pesticidas ndo apresenta relevancia apenas para quem O0sS
manuseia, no decurso das préticas agricolas, mas também abrange toda a populagdo que
manuseia alimentos e que durante todo o processo de crescimento foram alvo de exposi¢céo

aos mesmos por via da alimentacéo.
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Estima-se que, actualmente, em todo mundo cerca de 3 milhdes de pessoas estejam
contaminadas por pesticidas, das quais 70% correspondem a populagfes de paises em

desenvolvimento [60].

No sentido de monitorizar a exposi¢cdo a pesticidas podem ser encaradas varios tipos de
abordagens com incidéncia no tipo de agente toxico e na forma de contacto entre agente e

individuo.

Ao longo do tempo tem-se verificado que os pesticidas oferecem risco para saude humana
[72], sendo considerados potenciais mutagénicos, na medida em que alteram a actividade

dos &cidos nucleicos [773].

De acordo com a casuistica da Delegacdo do Norte do INML, I.P., entidade responséavel
pela determinacdo de pesticidas em casos mortais no homem residentes na regido norte, 0
namero de casos de contaminacdo letal actualmente provocados pelo uso dos pesticidas
tem vindo a decrescer. No entanto, em 1997 foi publicado um estudo referente ao nimero
de pericias toxicologicas entre 1987-1996, onde se constatou que entre este periodo
ocorreram 537 casos de contaminacdo por pesticidas, registando-se um pico de 75 e 74
casos em 1988 e 1989 respectivamente. Da mesma publicagéo sabe-se que a etiologia mais
comum € o suicidio e que os pesticidas mais utilizados em 465 casos sdo 0s insecticidas,
especialmente da familia dos organofosforados, seguindo-se os herbicidas com 9 casos
[74].

No ano de 2006 a mesma delegacdo apresentou dados que revelaram que entre o ano de
2000-2005 das 514 pericias toxicologicas realizadas, detectou-se que o pesticida
clorfenvinfos estava presente em 31% das pericias, seguindo-se o dimetoato com 22%. Este
estudo corrobora com o publicado pela mesma instituicio em 1997 dado que a etiologia

mais comum € o suicidio [75].

Bertrand Nadel e Sandrine Rouland em 2005 demonstraram que 0s agricultores expostos a
pesticidas apresentaram um maior risco de desenvolver neoplasias no sistema linfatico.
Face a esta informacdo e devido ao impacto criado, resolveu-se prolongar o estudo até
2009. O estudo realizado em Marselha, designado por Agrican apresentava como principal
objectivo desenvolver biomarcadores que testemunhem uma ligagdo molecular entre a
exposicado dos agricultores aos pesticidas, a anomalia genética e a proliferagdo dessas
células, reconhecidas como precursoras de cancro. Esse efeito € em funcdo da dose e do

tempo de exposicao.
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Esse estudo, baseava-se em duas formas de monitorizacdo, uma primeira que consistia na
elaboracdo de um inquérito, e uma segunda que incidia em analises bioldgicas, em

amostras de sangue [76].

Torna-se cada vez mais importante dispor de estudos de monitorizacdo do risco destas
substancias baseados em metodologias analiticas em diferentes matrizes, que elucidem no
sentido de adopc¢do de politicas e normas de uso dos produtos pesticidas, bem como de
medidas para combate ao risco e aos danos que tais produtos podem causar ou causam no

meio ambiente e no Homem.

1.3.1. Metodologia analitica no homem

Em 1992, um grupo de investigadores liderado por Kumazawa T., especialista, publica um
método analitico que permite a rapida adsorcdo de triazinas através das colunas Cig (SPE)
a partir de fluidos biolégicos com vista a sua analise por cromatografia gasosa (GC) com
detector ionizacdo de chama (FID) e detector de fosforo-azoto (NPD), obtendo resultados
satisfatérios que os possibilita serem utilizados na rotina laboratorial [77]. Em 2007, Inoue et
al.[78] utiliza as mesmas SPE que Kumazawua e implementa um método rapido por LC-MS
para a detec¢cdo de Organofosforados em soro humano, obtendo-se valores de deteccéo

mais baixos.

Jia G. et al., em 2007, determinaram a quantidade de organofosforados em urina humana
por GC com detector de fotometria de chama (GC-FPD). Estes investigadores relacionaram
a percentagem de recuperagdo com a temperatura da urina durante o processo de
extraccdo e verificaram que para uma temperatura superior a 70°C 0s compostos se
decompunham, sendo que a temperatura Optima considerada foi de 50°C. Neste estudo
obtiveram-se valores de precisdo inferiores a 5% e limites de deteccdo superiores a 0,04
Ma/L [79].

Além das cromatografias gasosa e liquida, podem ser utilizadas outras técnicas para a
deteccdo de pesticidas no homem, nomeadamente através do recurso a técnicas de
imunoensaios (ELISA) [80-82] apesar de ndo serem tdo especificas e fidveis como as

primeiras.
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1.4. Legislacao

A grande maioria dos pesticidas sdo considerados substancias perigosas, pelo que existe

em Portugal, desde 1967, legislacdo especifica (a semelhanca do que ocorre por exemplo

para as substancias radioactivas), a par da legislacdo relativa as Substancias Quimicas
Perigosas (ex: Decreto-Lei 225/83, Decreto-Lei 280-A/87, Portaria 732-A/96 e Decreto-Lei
154-A/2002).

Na legislagéo especifica dos pesticidas destaca-se [83]:

22

O Decreto-Lei 47/802 de 197/67, que deu inicio a homologacdo dos pesticidas
agricolas;

O Decreto-Lei 48/988 de 8/5/69, que criou, dois anos depois, a Comissdo de
Toxicologia dos Pesticidas (CTP), que estabeleceu o regime juridico de classificacao,
embalagem e rotulagem dos pesticidas e dos adjuvantes de uso extemporaneo;

O Decreto-Lei 294/88 de 24/8/88, que, trés anos depois da integracdo de Portugal na
CEE, adaptou os principios constantes das directivas comunitarias, a legislacdo
anterior relativa a classificacdo, embalagem e rotulagem dos pesticidas;

O Decreto-Lei 284/94, que extinguiu a CTP e procedeu a sua substituicdo pela
Comissdo de Avaliagdo Toxicologica dos Produtos Fitofarmacéuticos e procurou
iniciar a revisao do sistema de homologacéo, de acordo com a directiva 91/414/CEE;
O Decreto-Lei 94/98 de 15 de Abril, que sete anos apés a publicacdo da Directiva
91/414/CEE, definiu as regras da homologag¢do a adoptar, apés a eliminagdo das
“in0meras imprecisdes de ordem formal e lacunas técnicas da legislacao anterior”,
“...expurgando esses erros”;

O Decreto-Lei 82/2003 de 23 de Abril, que, quatro anos depois, transpds para o
direito nacional a Directiva 1999/45/CE de 31 de Maio, que tornou obrigatoria a
inclusdo, nos rotulos e nas fichas de dados de seguranca, da informacédo disponivel
sobre a classificacdo toxicologica e frases de risco e de seguranca e alargou aos
pesticidas a legislacdo anteriormente adoptada para as substancias quimicas
perigosas, homeadamente: a classificacdo toxicoldgica e as frases de risco;

O Decreto-Lei 22/2004 de 22 de Janeiro, que completou os anexo IV e V da Directiva
91/414/CEE relativos as frases de risco e frases de seguranca a adoptar com o0s
pesticidas agricolas.

O Decreto-Lei n°208/2008 para aguas subterrdneas e o Decreto-Lei n°306/2007
destinado a é&guas para consumo humano, estabelecem que o valor méaximo
permitido por cada pesticida € de 0,1 pg/L e que no colectivo ndo devem ultrapassar
0s 0,5 pg/L [107,108].
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Em Portugal, o uso de pesticidas na agricultura actualmente depende dos registos fixados
pelos 6rgdos competentes, Ministério da Saude (MS), do Ministério da Agricultura e
Desenvolvimento Rural e das Pescas, regendo-se também pelas Directivas e Normas
vigentes na Comunidade Europeia.

Os o6rgdos competentes, citados acima, expressam-se através dos Regulamentos (CEE)
2092/91 e Regulamento (CEE) 2078/92.

Relativamente ao manuseamento de produtos fitofarmacéuticos Portugal rege-se pelo
Decreto-Lei 101/2009, onde estéo estabelecidas as condi¢des para a venda e aplicacdo dos
mesmos, exigindo que a partir de 1 de Janeiro de 2011 todo e qualquer empresario agricola

que apligue produtos fitofarmacéuticos, devera estar habilitado para o efeito [84].

1.5. Concelho de Esposende

Um estudo realizado pelo Instituto Nacional de Estatistica (INE) a zona Entre Douro e Minho
apresenta um risco significativo para o ambiente, (Figura 1.5), devido a elevada utilizacéo de

fertilizantes e pesticidas comparativamente com o resto do Pais, (Figura 1.6) [90].

[ Muite Baixe
Baixo
I védic
Il Eicvado

-

Figura 1.5 Risco relativo para o ambiente representado pelas forgcas motrizes da agricultura sobre o ambiente,
por regiéo [90]

23



Introducao

o e
ST

= fi 8

1 | /
<!~:z~ g 'III
I Altcrag#o do uso do solo / o
B sislemas de produgdo s
[ Fraficas de gestan /
[ |intensificagéioc = 3
I Especializagao i;

[l Risco de abandono i -

[ vtilizag#o dc fertilizantes L-"‘%E{
[ Ulilizagdo de peslicidas '
[ utilizag%o de agua / 7
[ ] utilizacdo de energ;a

l[_‘]:l.';l]]gfjr [)tmé-i—’{l

Figura 1.6 Importancia de cada indicador de “for¢cas motrizes” na atribui¢cdo do risco relativo para o ambiente, por
regido [90]

Ressalta-se que de uma forma global, Portugal se encontra entre os cinco Estados
Membros com melhores indicadores em termos agro-ambientais, sendo que a nivel europeu
0s paises que apresentam um maior risco ambiental séo por exemplo; a Italia, a Holanda, a

Dinamarca, a Bélgica e a Grécia [90].

Actualmente o territorio de Esposende é classificado pela Direcgdo Regional da Agricultura
da Pescas do Norte (DRAPN) como zona vulneravel n°1 (ZV1), da qual fazem parte todas as
freguesias do seu Concelho. Esta zona foi assim assinalada devido a sua susceptibilidade
relativamente a poluicdo provocada pelo uso excessivo de nitratos e devido as praticas
agricolas, contribuindo assim para a poluicdo das mesmas. Por estas razfes os pesticidas a
pesquisar em 2010 em aguas para consumo humano no concelho de Esposende séo; o

alacloro, a atrazina, a bentazona, o diurdo, o linurdo, o S- metolacloro e a terbutilazina [85].

O DRAPN, disponibiliza os “programas de acc¢ao” elaborados por cada Estado Membro,
visando sempre o0s objectivos na “Directiva Nitrato”. Actualmente o que se encontra em vigor
foi aprovado pela Portaria n°556/2003 de 12 de Julho. Esta Directiva encontra-se em revisdo

devido ao alargamento da area vulneravel [86].

O concelho de Esposende é constituido por 15 freguesias e abarca uma area de 95,18 km?.
Sendo o segundo concelho mais pequeno do Distrito de Braga, no entanto, é aquele que
apresenta a maior densidade populacional (334 habitantes/km?) de toda a provincia do
Minho [87].
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A sua morfologia permite distinguir duas zonas de caracteristicas bem distintas. Uma que
abrange a zona costeira (area de varzea e veiga) [87], que € banhada pelo Oceano Atlantico
a poente, numa extensdo aproximadamente de 14 km e outra que é atravessada pelos rios
Cévado, mais a sul, e pelo Neiva, a Norte. E uma regido com caracteristicas periurbanas,
em que o nivel econdmico assentava (hoje com menor relevo, mas ainda consideravel) em
actividades agro-pecuarias, onde ocorre o cultivo de cereais como o milho, vinhos, legumes,
e criacdo de gado bovino [88].

A localizacdo morfolégica, a aproximacao ao Litoral e ao nivel fredtico a zona radicular, a
elevada permeabilidade dos solos e a utilizacdo intensiva de adubos constituem factores de
grande vulnerabilidade que podem conduzir a poluicdo das aguas subterrédneas, com
nitratos de origem agricola.

Por vezes, as continuas adubacdes tradicionais realizadas neste Municipio ultrapassam as
guantidades méaximas impostas pela Direc¢cdo Regional de Agricultura e Pescas do Norte

(DRAPN) [86, 89].

Uma outra actividade agricola tradicional coexiste em Esposende, que aproveita as boas
condi¢des edafo-climaticas do concelho, ligada & producéo horticola, intensiva méo-de-obra
e outros factores de producdo [88]. Esta actividade agricola encontra-se fortemente
dependente dos recursos naturais, dando origem a uma relacdo muito particular entre a
agricultura e o ambiente. E inequivoco que a essas actividades agricolas estejam
associados a riscos de exposi¢cado ocupacional e eventuais problemas de saude publica a

produtos potencialmente toxicos, como por exemplo os pesticidas.

1.6. Cromatografia Gasosa com Detector de Capturad e Electroes

A cromatografia gasosa € uma técnica para separacao e analise de mistura de substancias
volateis. A amostra é vaporizada e introduzida num fluxo de gas adequado designado de
fase mével ou gas de arraste. Este gas arrasta a amostra vaporizada e passa por um tubo
contendo a fase estacionaria -coluna cromatogréafica, onde ocorre a separa¢do da mistura.
Esta técnica apresenta um importante papel na quantificacdo de pesticidas nas mais
diversas matrizes, devido a disponibilidade de detectores sensiveis e selectivos. O Detector
de Captura de Electrdes (ECD) permite a deteccdo e andlise de varios pesticidas
nomeadamente o0s organoclorados, mas de uma maneira geral todos 0s compostos
halogenados, com niveis de deteccdo bastante inferiores aos detectores de chama

(nomeadamente os FID).
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O ECD baseia-se na captura de electrbes gerados a partir de um fonte de radiacdo 3,
geralmente °*Ni, fechada numa célula com um gas inerte (N,). Se uma voltagem é aplicada,
os electrBes ao serem capturados pelo a&nodo geram uma corrente eléctrica de fundo. Se as
moléculas electrofilicas (por exemplo, compostos organicos que na sua composi¢do tém
halogéneos) entram na célula, absorvem parte dos electrdes e s&o ionizadas com carga

negativa produzindo desse modo um sinal no detector.

1.7. Técnica de Extraccéo SPE

A extraccdo em fase soélida € uma técnica de separacdo Solido - Liquido. Esta técnica
baseia-se na interac¢cdo molecular especifica entre 0 analito presente numa matriz liquida e
um adsorvente sélido e posteriormente a eluicdo do analito com um solvente apropriado. O
sucesso dessa técnica depende da afinidade do analito ao ser extraido da matriz com o
adsorvente e da facilidade de eluicdo dessa substancia pelo solvente usado para extrair o

analito. As etapas da SPE séo [64];

» Condicionamento do cartucho, que corresponde a etapa de activacdo do material do

cartucho com um solvente apropriado.

» Adicdo da amostra, que corresponde a passagem da amostra pelo cartucho. Esta

passagem devera ser quantitativa de forma a ndo comprometer a reprodutibilidade
da extraccdo. O caudal de passagem devera ser aproximadamente de 2 mL/min de
forma a garantir que os analitos ficam adsorvidos no sorvente.

« Remocdo dos interferentes; esta etapa consiste em fazer passar lentamente um

solvente inerte pelo cartucho, de forma a eliminar os interferentes sem eluir os
analitos. Normalmente o solvente de eleigédo € o solvente da amostra.

« Eluicdo do Analito; durante esta etapa, os analitos sdo recuperados num pequeno

volume de solvente apropriado. A escolha do solvente deve permitir a eluicdo dos
analitos e manter retidos os compostos interferentes. O procedimento deve ser
executado pela passagem de, no minimo, duas aliquotas favorecendo assim um
aumento do tempo de interac¢do. Quando h& imiscibilidade entre solventes antes da

etapa de eluicdo, deve-se secar o cartucho.

O material adsorvente mais utilizado quando se trabalha com pesticidas € a silica
modificada. Os grupos quimicos ligam-se e interagem com o0s compostos e podem
apresentar polaridades variaveis tais como os hidrocarbonetos lineares Cg € Cig, grupos

ciano ou amino, etc. Também podem ser utilizados como adsorventes algumas resinas
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poliméricas, no entanto, a silica apresenta vantagens nomeadamente em questdes de
limpeza da coluna, menor gasto de solventes e apresentam menos interferéncias. As
resinas poliméricas tém um custo mais reduzido e permitem um volume de extrac¢cao maior

em menos tempo [62].

1.8. Validac&o de Procedimentos Analiticos

Sempre que se procede ao desenvolvimento de um procedimento de analise
cromatografica, como em qualquer outra técnica analitica, torna-se importante proceder a
validacao do procedimento analitico para avaliar o grau de confian¢a e se os resultados sdo
fidedignos, de forma a ser aplicado na rotina laboratorial [91]. Na determinacdo da
concentracao de pesticidas devem ser desenvolvidos métodos de extraccao eficientes, bem
como procedimentos analiticos com alta selectividade, a fim de assegurar que caso estejam
presentes nas amostras analisadas, seja possivel a sua separacdo e a posterior
guantificacdo [92]. A validagcdo de um procedimento analitico consiste na avaliacdo da
capacidade do processo analitico em produzir resultados compativeis com a precisao e a
exactiddo, consideradas na pratica, como satisfatérias. A variabilidade associada a um
procedimento analitico, deve levar em consideracdo todas as incertezas do processo,
incluindo aquelas atribuidas aos equipamentos, solu¢des de referéncia, calibragcfes, analista

e ambiente [93].

A validacdo de um procedimento que emprega técnicas cromatograficas, pode ser
considerado como a soma de diferentes etapas de validacdo a serem incluidos no processo
analitico. Em geral, a validacdo envolve a execucdo e a interpretacdo do procedimento.
Desta forma, todas as varidveis devem ser consideradas, tais como: estratégia de

amostragem, preparacao da amostra, detec¢ao e tratamento dos dados [53].

Os parametros geralmente envolvidos na validacdo de procedimentos analiticos sdao:
especificidade/selectividade, capacidade de identificacdo, limites de deteccdo e
quantificacdo, Relagdo Sinal/Ruido, linearidade e curva de calibragdo, preciséo
(repetibilidade, preciséo intermédia e reprodutibilidade), exactiddo eficiéncia de extrac¢éo e
arrastamento [53, 94, 95].
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1.8.1. Especificidade/Selectividade

A selectividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de avaliar, de
forma inequivoca, as substancias que se pretendem detectar e avaliar a presenca de
compostos que podem interferir com a sua determinacdo numa amostra complexa. A
selectividade avalia o grau de interferéncia de espécies como por exemplo componentes de
matriz, metabolitos, impurezas e produtos de degradacdo. A selectividade garante que o
pico de resposta seja exclusivamente do analito. Se a selectividade néo estiver assegurada,
parametros como a linearidade, a exactidao e a precisdo encontram-se comprometidos.

Os termos selectividade e especificidade sdo muitas vezes utilizados como conceitos
sobreponiveis, o que pode gerar controvérsia, no entanto a IUPAC sugere que apenas
devera ser utilizado o termo selectividade. Um método instrumental de separacdo que
produz resposta para uma unica substancia de interesse, normalmente um dado elemento,
pode ser chamado especifico e um método que produz resposta para varios compostos
guimicos, com uma caracteristica em comum, pode ser chamado selectivo. A selectividade
€ 0 primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um método instrumental de
separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e durante uso do
método [96, 97]. De acordo com esta definicdo, a técnica de GC/MS, muito utilizada em
andlises laboratoriais, pode ser considerada especifica.

Quando ndo é utlizado um equipamento acoplado com massas, exemplo GC/MS,
consideram-se interferentes os compostos que originem sinais com uma resolucéo inferior a
1,0 (R<1), ver equacéo 1.1.

Em métodos quantitativos, consideram-se interferentes os compostos que originem erros e
valores de repetitibilidade superiores a 20 %.

O valor de R calcula-se segundo a equacao:

= 2 (tr2 —tr1) Equacéo 1.1
Whb2 + Wh1

Onde:

trl- tempo de retengéo do primeiro pico
tr2- tempo de reten¢édo do segundo pico
Whb1- largura da base do primeiro pico

Whb1- largura da base do segundo pico
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1.8.2. Capacidade de Identificacao

A determinacdo da capacidade de identificagdo consiste na injeccdo de 10 amostras
positivas em condi¢gdes normais de utilizacdo, aplicando os critérios de identificagdo em
vigor. Este teste pode ser realizado em conjunto com a avaliacdo da
especificidade/selectividade. O método é considerado adequado se a percentagem de falsos

resultados negativos for igual ou inferior a 10% [95].

1.8.3. Limite de Detecgéo e Limite de Quantificagédo

A sensibilidade de um procedimento analitico como um todo €, normalmente, definida em
termos de Limite de Deteccdo (LOD) e Limite de Quantificacdo (LOQ) [98]. O LOD
representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada, mas
ndo necessariamente quantificada, sendo geralmente expresso em unidades de

concentracao.

O LOQ é a menor concentracdo de soluto que pode ser determinada com precisdo e
exactiddo aceitdveis nas condicdes experimentais e também € geralmente expresso em

unidades de concentracéao [95].

O limite de deteccdo é determinado segundo a Equacdo 1.2 e o limite de quantificacdo

determinado pela Equacéo 1.3.
3,3xSx
LOD = % Equacdo 1.2

_ IOXSX/Y

LOQ Equagédo 1.3

Em que:
Sx/y - € 0 desvio padréo residual da curva de calibragdo;

a- € o declive da recta

1.8.4. Relacao Sinal/Ruido

O ruido é a flutuagéo da linha de base do cromatograma. E a diferenca entre a maior altura
e a maior profundidade dos picos, nao relacionada a nenhum composto detectado. Com o

tempo, muda o ruido e consequentemente o LOD e o LOQ. E por isso que 0s instrumentos

29



Introducao

devem ser verificados com frequéncia e os dados reportados de acordo com a variagdo em

cada aquisicdo [99].

Para determinar a relacé@o sinal/ruido é feita a comparacdo entre a medida dos sinais de
amostras com baixas concentracdes conhecidas do(s) composto(s) de interesse e um
branco. A relacéo sinal/ruido deve ser de 3:1, propor¢des aceitaveis como estimativas do
LOD. Os mesmos critérios podem ser adoptados para o LOQ, utilizando a relacédo 10:1 [95,
100].

1.8.5. Eficiéncia da Extrac¢ao

A recuperacdo (Rec) avalia a eficiéncia do método de extraccdo do analito em amostras
fortificadas da matriz e € normalmente expressa em termos de percentagem. Depende da
concentracao, por isso deve ser avaliada na faixa de concentracao esperada para a amostra
e utilizam-se niveis proximos nesta faixa de fortificacdo [92]. A recuperacdo € calculada

através da equacao 1.4.

) __ massa obtida

Rec (% x100 Equagédo 1.4

massa real

A avaliacdo deste parametro sé é possivel em procedimentos extractivos que ndo incluam
reacgOes quimicas de derivatizacdo. Nesses casos, apenas é possivel avaliar a eficiéncia da
extraccdo dos passos anteriores a essa derivatizacao.

Para métodos quantitativos as concentracdes testadas devem obedecer aos seguintes

critérios:

Y

* A concentracdo correspondente a “gama baixa” deve ser superior ao limite de
deteccéo;
« A concentracdo correspondente a “gama alta” deve ser igual ou inferior ao limite de

gquantificacao;

1.8.6. Efeito Matriz

Do ponto de vista da validacdo de métodos cromatogréficos, 0s requisitos necessarios para
a validacdo estabelecidos pelas agéncias reguladoras sdo basicamente os mesmos,
independentemente do sistema de deteccdo usado. Segundo Rogatsky e Stein [100], o

efeito matriz em cromatografia pode ser avaliado da seguinte forma: adicionar o analito a
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uma amostra branca e comparar a razéo sinal-ruido, area ou altura do pico obtido pelo
método com o analito adicionado ao solvente puro. Quando n&o houver uma matriz branca
podem ser comparados por adicdo de um padréo interno marcado isotopicamente a amostra
e ao solvente puro. No entanto, ndo fica explicito se a adicdo do analito deverd ser realizada
antes do preparacdo da amostra ou no extracto final pronto a ser injectado. Nesse sentido,
salienta-se a importancia que para uma avaliacao do efeito matriz, deverdo ser comparados
0s sinais obtidos para os analitos adicionados na matriz apds esta ter passado pelo
procedimento de extraccdo, com o sinal do analito no solvente (solucdo padrdo). Se for
comparado o sinal obtido na andlise da amostra branco que tenha sido fortificada com o(s)
analito(s) antes da preparacdo da mesma, com o sinal do analito no solvente, o que estara a

ser avaliado de facto sera o efeito matriz mais a eficiéncia da extraccdo [102-104].

1.8.7. Arrastamento

Em analises laboratoriais por vezes sdo analisadas amostras em que 0S compostos
apresentam concentracfes elevadas, por essa razao a avaliacdo deste pardmetro ndo deve
ser negligenciada. O arrastamento consiste na retencdo na coluna cromatografica do
composto que se identifica nas injec¢Bes seguintes. Neste caso, deverdo ser adoptadas as

accoes correctivas que permitam eliminar a sua ocorréncia.

1.8.8. Precisdo

A precisado representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrbes, sob condi¢cdes definidas.
Normalmente é expressa através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD), calculado

pela Equacao 1.5.

RSD = ﬁ x 100 Equacio 1.5

Onde:

i 2
s- estimativa do desvio padrdo absoluto {Z %}V 2,

xi- valores individuais;
xm- média de uma série de medidas (replicatas);

n- numero de medidas.
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A precisé@o pode ser determinada em termos de repetibilidade e precisdo intermédia.

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medi¢Bes sucessivas de
um mesmo método, efectuadas sob as mesmas condicbes de medi¢cdo, chamadas
condigcbes de repetibilidade: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento
usado sob as mesmas condicbes, mesmo local e repeticbes em curto intervalo de tempo
[97].

A precisdo intermédia indica o efeito das variac6es dentro do laboratério devido a eventos
como diferentes dias ou diferentes analistas, diferentes equipamentos ou uma combinacdo
destes factores. Esta medida da precisdo € reconhecida como a mais representativa da
variabilidade dos resultados em um uUnico laboratorio e, como tal, mais aconselhavel a ser
adoptada. O objectivo da validacdo da precisdo intermédia é verificar que no mesmo

laboratério o método fornecera os mesmos resultados depois de estar finalizado [97].

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das medi¢cdes de uma
mesma amostra, efectuadas sob condicdes variadas (mudanca de operador, local,
equipamentos, etc.). Este parametro refere-se a estudos de colaboragéo entre laboratérios e
deve ser considerado em situagbes como a padronizacdo de procedimentos analiticos. E
muito comum encontrar divergéncias nas analises realizadas em diferentes laboratérios para
a mesma amostra. Frequentemente, variacdes assinalaveis sdo observadas entre os
resultados. Assim, os dados provenientes de apenas um laboratério ndo sdo suficientes

para avaliar a reprodutibilidade do método.

As ferramentas mais usadas actualmente pelos laboratérios de analise quimica para a
determinacdo da precisdo sdo a ferramenta informatica ANOVA (factor Unico), através da
qual podem ser obtidos os valores da repetitibiidade e da precisdo intermédia. As

expressGes matematicas utilizadas estdo apresentadas na Tabela 1.8.

Tabela 1.8 Tabela ANOVA (factor Unico)

Fonte Média Quadratica (MQ) Graus de Liberdade
p r—— _ =2
Dentro de Grupos MSrun = n2i=1(X‘1 X) p-1
p [—
Y4 n . V2
; s (XiT — X
Entre Grupos MSr = LZIZ;;E;(—Z) Y p(n-1)
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Onde:

p € o numero de sequéncias de cada andlise para cada nivel de concentragdo (uma

sequéncia para cada nivel)

n é o numero de replicados em cada sequéncia

Xij representa um replicado individual (replicado j) obtido na sequéncia i
X1 representa a média de n replicados obtidos na sequéncia i.

X é a média das médias de p sequéncias.

Para calcular a estimativas da precisdo usa-se a expressdes matematicas que se situam na

Tabela 1.9. A precisdo obtidas nestas condi¢des é representada de acordo com a norma

ISO 5725-3:1994.

Tabela 1.9 Célculo das estimativas da precisao

Preciséo Expresséo
Repetibilidade (Sr) Sr=VMSr
. MS —MS
Reprodutibilidade (Srun) Srun = Vot 2
n
Preciséo intermédia (S1) 51 = /(5r2) + (Srun?)

Para o célculo da precisdo, o célculo do desvio padrao e do coeficiente de variagdo é

obrigatério. Para estudar o comportamento ao longo da gama de trabalho:

e Se 0 desvio padrdo for aproximadamente constante ao longo da gama de

concentracdo, ele podera ser estimado através da analise de todos os resultados

obtidos para a gama de trabalho. Pode aplicar-se o teste F para testar a

homogeneidade de variancias;

« Se o coeficiente de variacdo (CV) for aproximadamente constante ao longo da gama

de trabalho, utiliza-se a equacéo 1.6.

_ (nl_l)va22+(n2_1)va22 Couacio 16
V= \/ (ny—1)+(ny—1)+- quag .

Se, simultaneamente, o desvio padréo e o coeficiente de variagdo ndo forem constantes ao

longo de toda a gama de trabalho, indicam-se os valores calculados para a gama baixa,

média e alta.
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1.8.9. Exactidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais obtidos numa amostra e
um valor de referéncia aceite como verdadeiro. E importante salientar que um valor exacto
ou verdadeiro € o valor obtido por uma medicao perfeita e este valor é indeterminado por
natureza. A exactidao € sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianca (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo). Estes limites podem
ser estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis vestigiais.

Os processos mais utilizados para avaliacdo da exactiddo de um método sdo: materiais de

referéncia; comparacao de métodos; ensaios de recuperacao e adicdo padrao.

1.8.10. Gama de trabalho e Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método fornecer resultados directamente
proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo. A
correlacéo entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a massa ou concentracdo da
espécie a ser quantificada muito raramente € conhecida a priori. Na maior parte dos casos,
a relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo ou massa da espécie de interesse deve
ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentracdes
conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matemética, normalmente expressa como uma
equacao da recta é designada por curva de calibragéo [96].

Com o estudo da curva de calibracdo e linearidade procura-se investigar se, para um
determinado intervalo de concentragdes, 0s sinais analiticos sdo directamente proporcionais
as concentracgdes utilizadas. A norma ISO 8466-1:1990 estabelece um teste estatistico para

a avaliacédo da linearidade.

1.8.11. Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que esta apresenta com pequenas
variagbes. Logo, considera-se que o método é robusto quando sujeito a pequenas
variagdes, ndo altera nenhum dos parametros. No caso dos métodos cromatograficos os
parametros normalmente avaliados s&o, entre outros; programacdo da temperatura,
natureza do gas de arraste, tempo de extraccdo ou agitagdo. As mudancas introduzidas
reflectem-se quando um método é transferido para outros laboratérios, analistas ou

equipamentos [96].
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2. Objectivos

2.1. Objectivo Geral

e Monitorizar pesticidas existentes em aguas de poc¢os agricolas do concelho de

Esposende.

2.2. Objectivos Especificos

« Desenvolver e validar uma técnica analitica para determinacéo simultanea de alguns
pesticidas em &guas, nomeadamente a atrazina e respectivos metabolitos
(desetilatrazina e deisopropilatrazina), a simazina, a terbutilazina e o metabolito
desetilterbutilazina, o folpete, o dimetoato, o diazindo, o malatido e cloropirifos e o
azinfos-metilo.

« Quantificar os teores dos pesticidas relatados no tépico anterior em pocos agricolas
na area de Esposende.

» Estimar a sensibilidade dos agricultores para a realizacdo periddica de analises a

aguas.
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3. Metodologia

Para a execucéo deste trabalho, realizou-se uma pesquisa, de forma a expor os principais
pesticidas responsaveis pelo desequilibrio organico no homem e de que forma é que estes
permanecem continuadamente no organismo humano e no ambiente. ApOs esta pesquisa
iniciou-se o0 processo de desenvolvimento analitico, destinado a implementar um
procedimento de separacdo cromatografica optimizados, considerando-se como parametros
de seleccdo do método, a melhor resolugdo, a maior sensibilidade e o menor tempo de
analise.

O passo seguinte foi a optimizacdo do método de extrac¢ao e pré-concentracdo dos analitos
em agua, por utilizacdo de extrac¢cdo em fase solida (SPE). Posteriormente, procedeu-se a
validacao do procedimento para analise dos pesticidas seleccionados.

No decurso da colheita das amostras de aguas no concelho de Esposende foi aplicado um
pequeno guestionario aos consumidores de forma a avaliar a percepcdo destes perante a
utilizacdo da agua.

A componente analitica foi realizada no laboratério do Grupo de Reaccdo e Andlises

Quimicas (GRAQ) -Instituto Superior de Engenharia do Porto.

3.1. Recolha de dados para a caracterizacdo da amos tra

Todos os dados foram recolhidos a partir de habitantes de Esposende.

3.2. Aplicacéo dos questionarios de colheita

Os questionarios, para além de um instrumento de identificagdo servem para recolha de
informacfGes por via da resposta a perguntas, tendo como objectivo a recolha de

informacdes complementares a uma dada amostra.

Seleccionou-se esta ferramenta de recolha de informagdo por se revelar de suma
importancia, principalmente quando se estd perante variaveis de natureza subjectiva,
nomeadamente sobre a utilizacdo de equipamentos de proteccdo individual. A construcéo
do questionario, foi realizada de um modo estruturado, tendo-se em consideracao os itens a
estudar e a facilidade de interpretacdo dos mesmos. Devido ao grau de escolaridade dos
inquiridos optou-se pela elaboracdo de um questionério de colheita rapido e com reduzido

namero de questdes.
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O questionario foi preenchido durante a colheita de aguas no concelho de Esposende e
pelos respectivos agricultores durante o més de Junho de 2010. Foi distribuido
pessoalmente, de forma a transmitir aos agricultores a garantia de confidencialidade das
respostas, através da qual se pretende minimizar qualquer distor¢do dos resultados. Este

apresentou uma duracéo de aproximadamente 5 minutos, tendo sido devolvido de imediato.

3.2.1. Aplicagéo dos questionarios

O primeiro grupo de questdes, esta relacionado com a caracterizagéo individual e baseia-se
na recolha de aspectos de identificacdo, tais como, idade e sexo.

No preenchimento do questionario € atribuido um numero de processo (canto superior
direito). Este numero ira permitir o reconhecimento do questionario, durante o

processamento dos dados (Figura 3.1).

. .. . Mrocesso N.° !
Questionario: Amostragem de Agua
Diata: ! !
CLEMENTOS DS IDENTIFICAGAD
Sexo idade (anos) Profissdo;
Diistrita: Concelho: Frequesia:

AMOSTRA
Finalldade da amosma:
O Agricala
O Consumo
« Nimerno de consumidores:

AFLICAI;AD DE PESTICIDAS EM ACTVIDADES AGRICOLAS
2 Sim. Y

UTIﬂQm DE EQUIPAMENTOS DE PQOFECGAD INDIVIDLAL
O Zim. 0 Mao

ANALISE DA AGUA
Alguma vez realizod analises a agua?
O Sim: O Nao

Poscui confanca na quslidade da dgua que tem 3 sua disposic3o?
O Sim. 2 Mio

PATOLOGIAS
Tem conhecimento da ocoméncia de doencas, como o Cancro ra sua érea de residéncia?

) =5im. ) Nao

Figura 3.1 Questionario de Amostragem de aguas aplicado no concelho de Esposende
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A recolha destes dados foi efectuada no sentido de se caracterizar a amostra e averiguar
uma eventual relacdo entre os compostos obtidos nas analises, a percep¢do que 0S
agricultores tém da agua.

3.3. Amostragem

Recorreu-se a utilizacdo de recipientes de vidro Ambar, com 1 L de capacidade,
devidamente identificado com um ro6tulo tal como se observa na Figura 3.2. Estes
recipientes reduzem a actividade fotossintética, a fixacdo de determinadas espécies
quimicas as suas paredes e/ou a reaccao de outras espécies quimicas.
Em cada recipiente foi colocado um rétulo que continha as seguintes informacoes:

* Local (coordenadas do Sistema Global de Posicdo

* Data;

» Condi¢bes atmosféricas;

» Tipo de amostra (agua para consumo ou agricola);

 Parametros a determinar.

Figura 3.2 -Rotulagem dos recipientes de amostragem.

No total foram colhidas 20 amostras de aguas de pocos do concelho de Esposende, sendo
que 4 pertenciam a freguesia da Apulia (Al, A2, A3 e A4), 4 a freguesia de Fonte Boa
(B1,B2,B3 e B4), 1 na freguesia de Fao (C1), 4 na freguesia de Palmeira de Faro (D1, D2,
D3 e D4), 3 na freguesia de Vila Cha (E1, E2 e E3), 1 na Freguesia das Marinhas (F1), 2 na
freguesia de Antas (G1 e G2) e 1 na freguesia de Forjdes (H1) tal como se observa na
Figura 3.3. Salienta-se que os recipientes utilizados para a colheita de amostras foram
adequadamente lavados, de forma a evitar a contaminacdo da mesma. O volume de

amostra recolhido, foi o suficiente para assegurar a repeticdo da analise caso esta fosse
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necessaria. As amostras foram transportadas em arcas de refrigeracdo adequadas, de
forma a evitar a quebra dos frascos ou qualquer contaminacdo externa das amostras. Apds

a sua entrada no laboratério as amostras foram processadas de imediato.

O Km S5 Km

Figura 3.3 Localizacdo esquematica dos pontos de colheita de aguas de pogos agricolas no concelho de
Esposende

3.4. Reagentes e Consumiveis

A agua ultra pura utilizada apresentava uma resistividade minima de 17 MQcm™ obtida por
purificacdo da dgua desionizada num sistema de marca Barnstead, modelo E-pure 4 e num
sistema de marca Millipore, modelo Milli-Q element, Elix 10. A dgua ultrapura foi utilizada
como solvente no processo de extraccdo. Os solventes utilizados, nomeadamente o
Metanol, o n-hexano, o Acetonitrilo e o Acetato de Etilo era de qualidade LiChrosolv (Merck)
ou com 299,9% pureza (Sigma-Aldrich).

Todas as solucbes padrdao foram preparadas numa solucdo de metanol Chromasolv ®,
299,9% pureza (Sigma-Aldrich).
Foram usadas as seguintes colunas de extraccédo em fase sélida (SPE):

« Lichrolut® EN/RP-18 de 6 mL (Figura 3.4);
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» Strata SDB-L e C18-E (Figura 3.5 e Figura 3.6 respectivamente)
* Chromabond HR-P e HR-X (Figura 3.7e Figura 3.8 respectivamente);

Figura 3.4 Coluna de SPE Lichrolut® EN/RP-18 com 6 mL de volume

Figura 3.5 Coluna de SPE Strata SDB-L Figura 3.6 Coluna de SPE Strata Cs-E

Figura 3.7 Coluna SPE Chromabond HR-P Figura 3.8 Coluna SPE Chromabond HR-X

3.5. Equipamentos

A preparacao dos padrdes de pesticidas foi realizada por pesagem de uma dada massa de
cada um dos compostos numa balanca analitica Mettler TOLEDO NewClassic MS.

Usou-se um sistema de ultra sons marca Fungilab S.A. e modelo Ultrasonic cleaner, de

forma a promover a rapida dissolugdo dos compostos no solvente orgéanico.

O equipamento utilizado no procedimento de extrac¢do foi um manifold marca Phenomenex,

sendo que a bomba utilizada era da marca KNFLAB referéncia N86KT.18 (Figura 3.9).
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A localizacdo exacta da colheita de amostras foi obtida através de um dispositivo de GPS —

Tomtom XL Europe).

Figura 3 .9 Manifold utilizado no procedimento de Extrac¢céo

As andlises a agua foram efectuadas por cromatografia gasosa (GC) num equipamento
Shimadzu modelo 2010, equipado com um detector de captura de electrbes (ECD), injector
automéatico marca hta modelo HT 300A e um sistema de aquisi¢cdo de dados GCSolutions.

3.6. Procedimento para o Desenvolvimento das Metodologia s
Analiticas e Validacdo das Técnicas Analiticas

3.6.1. Metodologia de Extraccao

De forma a estudar qual o enchimento da SPE mais adequada para a determinacdo dos
pesticidas a analisar, testaram-se 5 colunas de extraccao diferente. Duas da marca Strata
SDB-L e C18-E, duas SPE's da marca Chromabond HR-P e HR-X e uma da marca Lichrolut
EN/RP-18.

Adicionou-se em cada amostra 1 mL de metanol e ajustou-se o pH com acido acético glacial
até um pH de 5.

A cinco amostras de agua desionizada de 500 mL foi adicionado 1mL de uma solucao
padrdo com 100 pg/L em frascos devidamente lavados. O procedimento de extraccao
iniciou-se pelo condicionamento da coluna com 7 mL de acetato de etilo, 7 mL de metanol e
7 mL de agua ultra-pura a um caudal de 3 mL/min. Fez-se passar as 5 amostras pelos 5
cartuchos distintos a um caudal de 5 mL/min aproximadamente. Deixou-se secar sob vacuo

durante 3 horas de forma a garantir que as colunas de SPE estavam isentas de agua e
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finalmente procedeu-se a eluicdo. O processo de eluicdo consistiu na passagem de 2
solventes organicos, metanol e o acetonitrilo (1:1), e obteng&o de extracto por secagem do
solvente.

Retomou-se o extracto com 500 pL de metanol, promovendo a solubilidade com agitagédo
por vortex durante aproximadamente 30 segundos. Por fim, procedeu-se a injeccdo desta
solugcédo no GC-ECD.

3.6.2. Metodologia analitica

Relativamente a técnica cromatogréfica empregada a separacdo dos analitos foi efectuada
numa coluna TRB-5MS (30m — 0.25 um) da marca Thermo; o hélio foi usado como gas de
arraste e o azoto como géas de “make-up”. O programa de temperaturas iniciou-se em 35 °C
(7 min) seguido de 15 °C/min até 90°C (7 min), 20 °C/min até 150 °C (10 min), 20°C/min até
200 °C (5 min), 22 °C/min até 220°C (2.5 min), 70°C/min até 300 °C (3.5 min). A temperatura
do injector foi de 270 °C e do detector 300 °C.

3.6.3. Estudo da Especificidade/Selectividade e Cap acidade de

Identificacéo

De forma a avaliar os parametros Especificidade/Selectividade mediram-se 500 mL de agua
desionizada para dois frascos devidamente lavados. Num dos frascos foi adicionado 1 mL
de uma concentracdo de 100 pg/L da solucdo padrdo de pesticidas sendo que no segundo
frasco néo foi adicionado qualquer pesticida (branco). Foi efectuado o processo de

extraccao e injectou-se. Este procedimento foi repetido durante 5 vezes.

Para avaliar a capacidade de identificacdo foi necessario preparar 10 amostras brancas e

verificou-se se a percentagem de falsos negativos era inferior a 10%.

3.6.4. Estudo da Linearidade, Limites de Quantifica ¢&o e Deteccao e
a Razao Sinal/Ruido.

Dado que a linearidade corresponde a capacidade do método fornecer resultados
directamente proporcionais a concentra¢do do analito, dentro de uma determinada gama de

aplicacdo, em gque o valor mais baixo dessa gama corresponde ao limite de quantificacédo e
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0 mais elevado corresponde ao valor do qual a concentracdo do analito deixa de ter um

comportamento linear. Optou-se por determinar estes 4 parametros em simultaneo.

Para estudar a linearidade prepararam-se 9 padrbes com concentracdes de 2,5; 5; 25; 50;
100; 150; 250; 350 e 500 pg/L. Foram fortificadas 9 amostras de 500 mL de agua
desionizadas com o 1 mL do respectivo padrdo mais 1 mL de metanol. A amostra foi
submetida ao processo de extrac¢do descrito no subcapitulo 3.6.1 e de seguida analisaram-

se 0s resultados.

Para determinar a raz&o sinal/ruido diluiu-se a solu¢do padrdo de 0,01 pg/L (préximo do
LOD) em 4 solu¢des de 0,0002; 0,001; 0,002 e 0,003 pg/L com a finalidade de verificar se os
valores dos limites de detecc¢éo e de quantificacdo obtidos pela equacdo da recta no estudo
da linearidade sdo realmente visualizados pelo equipamento e se corresponde a relacdo
tedrica de 3:1 relacdo para o limite de deteccdo e de 10:1 para o limite de quantificacdo

gquando se relaciona ambos os limites com o sinal dado pelo equipamento.

3.6.5. Estudo do Parametro Arrastamento

Para avaliar o parametro arrastamento foram intercaladas as amostras positivas com
brancos. Por cada duas amostras positivas analisadas 3 vezes cada uma, era injectada um
branco. O numero de amostras positivas injectadas foi de 6 e de 3 amostras para 0s
brancos. Inicialmente entre as corridas ndo foram feitas limpezas da coluna com solvente
organico e as amostras positivas injectadas eram amostras fortificadas com uma

concentracao 50 pg/L.

Foram estudados o metanol e o n-hexano como solventes de limpeza em injeccdes
intercalares, sendo que este ultimo apresentou melhores resultados. Logo, as medidas
correctivas aplicadas foram: entre todas as amostras analisadas em triplicado era injectado
uma solucdo de n-hexano com um programa de temperaturas entre os 90 °C e os 280 °C
com duracdo de 15 minutos em duplicado sendo que a ultima injeccdo devera ter o mesmo

programa de andlise que tém as amostras.

Quando se injectavam solu¢cdes com concentracbes mais elevadas, verificou-se que a
coluna em uso pelo cromatégrafo perdia sensibilidade na retencdo e separacdo dos
compostos em analise, precisamente nas triazinas. Logo como medida “correctiva’

cortaram-se 10 mm da coluna em uso.
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3.6.6. Estudo do Parametro Precisao

Dentro do parametro da precisao foram estudadas a precisédo intermédia, a repetibilidade e
a reprodutibilidade. Para executar este estudo, fortificou-se uma amostra de &gua
desionizada com 500 pg/L de solugéo padrdo. Para o estudo da precisédo intermédia, a
amostra foi injectada durante 15 dias e em triplicata. Uma nova solucdo padréo foi

preparada a cada 5 dias. A fonte de variabilidade aplicada foi o tempo.

3.6.7. Estudo do Parametro Exactidao

Dado que para avaliar este parametro é necessario um valor de referéncia ndo se efectuou

0 estudo da exactidao.

3.6.8. Estudo do Parametro Robustez

O parametro robustez foi analisado ao longo de toda a validagdo analitica. Os indicadores
estudados foram: o pH, a durac&o do padréo e o comportamento da coluna.

Quanto a temperatura efectuou-se o seguinte procedimento: preparou-se dois padrdes de
igual concentragéo (1 pg/L) e ambos foram injectados. Um foi guardado no congelador a
uma temperatura aproximadamente de -6°C e outro permaneceu a temperatura ambiente.

Os padr@es foram injectados de 2 em 2 dias e em duplicado.
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4. Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.

4.1. Caracterizacdo da Amostra

Neste estudo participaram 20 agricultores de 8 freguesias do concelho de Esposende. A
estrutura do universo dos agricultores de Esposende e das respostas ao formulario de
colheita quanto ao género, a idade, a localidade, bem como a finalidade da &gua colhida

encontra-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Estrutura dos agricultores de Esposende voluntarios para a doacao de amostras de aguas de pogos

Freguesia Sexo Idade Finalidade da amostra Numero de
Agricolas Consumo consumidores
Aplulia M 66 Sim Sim 4
Apdlia M 79 Sim N&o =
Aplulia M 56 Sim Sim 4
Apdlia F 70 Sim N&o =
Fonte Bo a F 50 Sim Sim 3
Fonte Boa F 49 Sim N&o --
Fonte Boa F 70 Sim Nao -
Fonte Boa M 65 Sim Sim 3
Fao F 49 Sim Nao -
Palmeira M 53 Sim N&o --
Palmeira M 77 Sim Sim
Palmeira M 60 Sim Sim
Palmeira F 55 Sim Sim
Vila Cha M 48 Sim N&o --
Vila Cha M 62 Sim Nao -
Vila Cha M 88 Sim Sim 8
Marinhas M 70 Sim Nao -
Antas M 54 Sim N&o --
Antas F 70 Sim Sim
Forjaes F 50 Sim Sim 2

A taxa global de resposta ao formulario foi de 100%, sendo a amostra global constituida por
40% de mulheres e 60% de homens. A idade média dos agricultores foi de 62+10 anos de
idade.
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Pela analise da Tabela 4.1 verifica-se que todas as aguas colhidas para analise eram para
fins agricolas e que 50% das aguas eram também usadas para consumo, ou seja, por 38

individuos.

Na Tabela 4.2 encontra-se a posicdo exacta da colheita das amostras, recorrendo a
tecnologia GPS, bem como o cédigo atribuido e a temperatura atmosférica no momento em

que foram colhidas as amostras.
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Tabela 4.2 Localizagéo exacta da recolha das amostras de aguas.

Coordenada GPS
41,493° -8,76696'
41,493° -8,77441'
41,483° -8,77243'
41,493° -8,76791'
41,496° -8,74941'
41,495° -8,7408'
41,498° -8,73905'
41,497° -8,73824'
41,512° -8,76696'
41,539° -8,74948’
41,539° -8,74991"
41,555° -8,7459
41,543° -8,74588"
41,572° -8,75024’
41,572° -8,75088’
41,570° -8,75220’
41,569° -8,77452
41,601° -8,76497"
41,603° -8,75823"

41,604° -8,74860°

Esposende
Apulia
Apulia
Apulia
Apulia

Fonte Boa

Fonte Boa

Fonte Boa

Fonte Boa

Féo
Palmeira
Palmeira
Palmeira
Palmeira
Vila Cha
Vila Cha
Vila Cha
Marinhas

Antas
Antas

Forjaes

Cadigo
Al
A2
A3
A4
B1
B2
B3
B4
C1
D1
D2
D3
D4
El
E2
E3
F1
Gl
G2

H1

Temperatura
Atmosférica
25
25
25
25
27
27
27
27
27
27
22
22
22
22
22
22
22
22
22
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4.2. Resultados da Opinido dos Agricultores Face a Utilizacdo de
Pesticidas e o Estado da Qualidade da Agua

A opinido dos agricultores sobre o grau de confian¢a que depositavam na agua dos pogos e
se conheceram casos de pessoas que tivessem padecido de algum tipo de patologia nos
ultimos anos revelou que, 60% agricultores tinham conhecimento que as patologias tinham
ocorrido, no entanto, ndo dispunham de dados suficientes que lhes permitam correlacionar o

estado insalubre com a utilizacédo de pesticidas.

De acordo com as declaracbes dos agricultores inquiridos, todos eles manuseavam
pesticidas, mas apenas 30% usavam EPI's (Tabela 4.3). Segundo estes a &gua dos
respectivos pocos era utilizada para fins agricolas e para consumo sem qualquer restricao,

apesar de, em 95% dos casos, nunca terem sido sujeitas a qualquer tipo de andlise.

Tabela 4.3 Informacao dos agricultores sobre 0 manuseamento, aplicacéo de pesticidas, analises realizadas e
confian¢a na agua

Utilizac&o de . Confianga na
Aplicagdo de Pesticidas Analises Aguas ) _
EPI's Qualidade da Agua
Sim Nao Nao Sim
Sim N&o Nao Sim
Sim N&o Né&o Sim
Sim N&o Né&o Sim
Sim Sim Nao Sim
Sim Sim Nao Sim
Sim Nao Nao Sim
Sim N&o Né&o Sim
Sim N&o Sim Sim
Sim N&o Né&o Sim
Sim Nao Nao Sim
Sim Sim Nao Sim
Sim Sim Nao Sim
Sim N&o Né&o Sim
Sim N&o N&o Sim
Sim Sim Nao Sim
Sim Nao Nao Sim
Sim N&o Nao Sim
Sim Sim N&o Sim
Sim N&o Né&o Sim
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4.3. Resultados da Monitorizacdo da agua dos pogos

Neste sub-capitulo apresentam-se os resultados referentes a metodologia de extraccdo, a
analise cromatogréfica, e aos niveis de pesticidas presentes em &aguas de pocos, do

concelho de Esposende.

4.3.1. Selecc¢ao do Processo de extrac¢cao

Os testes preliminares efectuados no procedimento de SPE permitiram seleccionar o
cartucho mais adequado para os pesticidas em estudo. Ao avaliar os resultados obtidos
para este teste, verificou-se que os 5 cartuchos apresentam sensibilidades distintas para os
diferentes pesticidas Dado que a coluna Lichrolut EN/RP foi a que proporcionou
percentagens de recuperacdo mais satisfatorias (Figura 4.1), optou-se pela sua utilizacdo no
processamento de todas as amostras. Estas colunas sdo as adequadas para a extrac¢cao de
pesticidas em aguas, dado que as duas fases (ndo-polar e polar) promovem a adsor¢do dos
compostos com ambas as polaridades.

700 ~

600 -

500 -
M Strata SDB-L

400 -
W Strata C18-E

300 +

200 - Chromabond HR-P
— B Chromabond HR-X

100 -
él _l‘I l_‘ LiChrolut EN/RP-18

Percentagem de Recuperagio

Figura 4.1 Percentagem de recuperacéo das triazinas, dos organosfosforados e do ftalimida folpete

Observaram-se elevadas percentagens de recuperacdo (superiores a 100%), verificou-se
gque a agua desionizada fortificada com o padrdo de pesticidas manifesta o efeito matriz

depois de passar nos cartuchos de SPE. Tal facto ja foi descrito por outro autores.
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4.3.2. Avaliacdo do Método Cromatografico

No estudo da robustez, notou-se pequenas variagdes de pH na amostra, encontrando-se ja
descrito na literatura [96], pelo que se estudaram as variacfes de pH a 3,8 e a 7,6. As areas
dos compostos das familias das triazinas e os organofosforados sofreram uma diminuigdo

guando o pH era basico.

Considera-se portanto, que para todos os pesticidas em estudo o pH das amostras devera

manter-se a num valor aproximado de 5,0.

Verificou-se que o0 padrdo que se encontrava a temperatura ambiente apresentava um
indice de degradacédo dos compostos relativamente superior ao outro que foi acondicionado
a -6°C. No entanto, salienta-se que as triazinas e o ftalimida folpete, apresentam um indice
de degradacdo bastante superior aos organosfosforados estudados, implicando a

preparacdo de novas solucdes padrdo a cada 4 semanas.

Para quantificar o folpete, a atrazina, a desetilatrazina, a desisopropilatrazina, a simazina, a
terbutilazina, a desetilterbutilazina, o dimetoato, o diazindo, o maltido, o cloropirifos e o
azinfos-metilo presente em amostras de &4gua adaptou-se e optimizaram-se as

recomendacdes da norma ISO 8466-1:1990.

ApOs a optimizacao das condi¢gbes de extracgcdo e cromatogréficas, estudaram-se os tempos
de retencdo dos analitos acima referidos. Os tempos de retencdo em minutos, obtidos para
0s compostos analisados foram de: 24,1 para o folpete; 32,0 para a deisopropilatrazina; 32,7
para a desetilatrazina; 32,9 para a desetilterbutilatrazina; 34,1 para o dimetoato; 34,3 para a
simazina; 34,6 para a atrazina; 35,2 para a terbutilazina; 35,5 para o diazindo; 39,2 para ao

malatido; 39,7 para o cloropirifos e 45,6 para o azinfos de metilo (Figura 4.2).
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Ul 000, 000%
5. Chromatograrm

4.5
4.0
3.4

3.0

Cloropyifos

2.9

jnn

2.0

1.9

oaty,.
El3|maz|ne

1.04

Desethylatrazine
Desethylterbuthylazing

Diazinon

0.5

Deisopropylatrazine

0.0

‘é’ﬁzinm&methil

20.0 225 25.0 27.5 30.0 32.5 35.0 37.5 40.0 42.5

Figura 4.2 Cromatograma de uma solugao padréo de pesticidas (0,2 ug/L)

Na validacdo o primeiro e o mais simples pardmetro a ser avaliado é a linearidade, que é
obtida ao correlacionar os valores de &rea versus a concentracdo da solucdo analitica, para
tal usaram-se 9 solucbes padrdo na gama de concentracdes 0,005-1,5 pg/L. Verificou-se
que o coeficiente de determinacéo, r’, é adequado. As curvas analiticas obtidas para os

analitos mostraram ser lineares, pois apresentaram valores de r* entre 0,995 e 0,999.

A relacdo tedrica para calcular o sinal/ruido foi de 3:1 para o limite de deteccdo e de 10:1
para o limite de quantificacdo quando se relaciona ambos os limites com o sinal dado pelo
equipamento. Para este estudo foram analisados 3 niveis de padrdes analiticos, cuja matriz
foi, agua desionizada fortificada com padrbes de pesticidas nas seguintes concentracdes:

uma concentracao inferior ao LOD e 2 com concentracéo inferior ao LOQ e acima do LOD.

Os valores, referentes ao método, para LOD situaram-se entre 0,014 e 0,103 pg Lte para
LOQ entre 0,047 e 0,343 ug L™, para os analitos estudados (Tabela 4.4). Estes resultados

indicam que o método é suficientemente sensivel para detectar a presenca destes

pesticidas em niveis baixos de concentracéo.
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Tabela 4.4 Valores obtidos para os parametros: Linearidade, Limites de deteccao e quantificacéo e sinal ruido

2

apos a passagem no SPE.

Composto Equacéo da Recta r LOD (ug/L) LOQ (ug/L) Linearidade (ug/L) SIN
Folpete 3000000x+3640.7 0,999 0,025 0,082 0,05-0,75 0,008
Deisopropilatrazina 142453%x+8955,9 0,995 0,014 0,047 0,06-15 0,005
Desetilatrazina 596168x+787,97 0,997 0,046 0,155 0,05-1,5 0,015
Desetilterbutilazina 313321x+13802 0,999 0,029 0,097 0,05-1,5 0,010
Dimetoato 957684x+86629 0,998 0,068 0,228 0,08-15 0,023
Simazina 379017x+7594,9 0,996 0,103 0,343 0,10-1,5 0,034
Atrazina 50936x+4168,5 0,999 0,022 0,073 0,05-1,5 0,007
Terbutilazina 76351x+9157,3 0,997 0,097 0,322 0,10-1,5 0,032
Diazindo 122633x+24455 0,999 0,048 0,159 0,05-1,5 0,016
Malatigo 3000000x+241860 0,999 0,025 0,082 0,05-1,5 0,008
Cloropirifos 7000000x+685014 0,998 0,071 0,235 0,07-1,5 0,024
Azinfos de metilo 106677x+47950 0,997 0,098 0,327 0,10-15 0,033

Apbs o estudo da linearidade, dos limites de quantificacdo e deteccado e da razédo sinal/ruido,
de forma a estudar a curva de calibracdo realizou-se uma regresséo linear pelo método dos
minimos quadrados, tal como no estudo da linearidade, sendo utilizados 7 padrdes.
Verificou-se que o coeficiente de determinacéo, r?, é adequado. As curvas analiticas obtidas
para os analitos mostraram ser lineares, pois apresentaram valores de r? entre 0,995 e 0,999

(Tabela 4.5), sendo satisfatdrios para a andlise de residuos de pesticidas [105].
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Tabela 4.5 Gama de concentracBes dos analitos usada na curva de calibracdo para a determinacdo dos

pesticidas em aguas

Analito Gama de concentracd es Equacéo da recta R*
0,1-1,0 Y=3000000x+4360,5 0,9990
Folpete
0,05-0,7 Y=145890x + 6927,8 0,9966
Deisopropilatrazina
0,2-1,0 Y= 543883x + 24866 0,9988
Desetilatrazina
0,1-0,7 Y=630971x + 42862 0,9964
Desetilterbutilazina
0,2-1,5 Y= 948247x + 96004 0,9979
Dimetoato
0,3-1,5 Y= 367629x + 19632 0,9952
Simazina
0,1-0,7 Y= 50533x + 4367,1 0,9993
Atrazina
0,3-1,5 Y=74355x + 12033 0,9971
Terbutilazina
o 0,2-1,0 Y=121013x + 25698 0,9968
Diazin&o
0,1-0,7 Y=3000000x+237237 0,9997
Malatido
0,2-1,0 Y= 7000000x+835416 0,9992
Cloropirifos
0,3-1,5 Y=105305x+50707 0,9949

Azinfos de metilo

A precisdo do método foi avaliada através do tratamento de dados com a ferramenta
informatica ANOVA (factor Unico), em que as expressbes matematicas se situam na Tabela
1.8. Os resultados obtidos para o estudo da Repetibilidade (Sr), Reprodutibilidade (Srun) e
precisdo intermédia (S1) encontram-se na tabela abaixo indicada Tabela 4.6. Os calculos
intermédios para a obtencao destes resultados encontram-se na Tabela A.2. em anexo.

Estes resultados estdo em consonancia com a literatura, tendo-se obtido para todos os

analitos valores inferiores a 10% [106].
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Tabela 4.6 Valores obtidos para o estudo da Repetibilidade (Sr), Reprodutibilidade (Srun) e preciséo intermédia

(S1)

Composto Sr Srun St
Folpete 0,09 2,97 2,97
Deisopropilatrazina 0,64 0,99 1,18
Desetilatrazina 5,00 3,45 6,07
Desetilterbutilazina 5,24 6,88 8,65
Dimetoato 4,67 6,74 8,20
Simazina 0,65 1,65 1,78
Atrazina 1,95 8,15 8,38
Terbutilazina 1,23 3,13 3,36
Diazinédo 3,20 3,71 4,90
Malatido 2,08 0,36 2,11
Cloropirifos 0,36 9,51 9,52
Azinfos de metilo 0,90 1,18 1,48

Para avaliar os parametros Especificidade/Selectividade, calculou-se a percentagem de
falsos resultados negativos e positivos. Ambos os resultados foram de 0%. Dado que a
percentagem obtida na avaliacdo da especificidade/selectividade foi de 0% desvalorizou-se
a execucao do parametro capacidade de identificacdo, os calculos intermédios encontram-

se em anexo (Tabela A.1).

Tendo por base a analise a um branco, no método de extraccao por SPE, ou seja, amostra
sem a presenca dos analitos, avaliou-se 0s solventes e materiais utilizados em todo o
processo para verificar se estes apresentavam interferéncias nos tempos de retencdo dos
compostos em estudo. De seguida procedeu-se a analise cromatogréafica. O cromatograma

da &gua desionizada esté representado na Figura 4.3
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Figura 4.3 Cromatograma de uma amostra de agua desionizada

4.3.3. Niveis de pesticidas em amostras de agua

Os niveis de pesticidas encontrados no concelho de Esposende encontram-se descritos na
Tabela 4.7.

Das 20 aguas analisadas 15% ndo apresentavam qualquer vestigio dos pesticidas
monitorizados sendo que das restantes 85% todas apresentavam valores de pesticidas
superiores aos permitidos pela legislacdo em vigor (Figura 4.4), ou seja 0,5 pg/L para o
conjunto de pesticidas presente em cada amostra (Decreto-Lei n.° 208/2008 para aguas
subterraneas e Decreto-Lei n.° 306/2007 destinado a agua para consumo humano). Os dois
Decreto-Lei apresentam o mesmo valor limite e tiveram que ser ambos tidos em
consideragdo dado que algumas aguas ndo eram apenas destinadas para fins agricolas,

mas também para consumo humano.

56



Resultados e Discussao

Tabela 4.7 Teores de pesticidas encontrados nas aguas de pocos do concelho de Esposende

Al nd 0.63 n.d n.d nd n.d <LOD nd <LOD 0.06 3.24 4.39 8.32
A2 nd n.d 25.2 n.d <LOD <LOD 8.49 <LOD 3.54 0.11 0.05 1.64 39.03
A3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

A4 n.d <LOD 2.45 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d 2.45
B1 n.d n.d 0.69 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d <LOD 0.69
B2 nd n.d 5.95 n.d nd n.d 315 <LOD <LOD 0.06 <LOD <LOD 37.45
B3 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

B4 n.d <LOD 1.05 <LOD <LOD nd 53.2 <LOD nd <LOD <LOD <LOD 54.25
C1 n.d n.d 0.96 nd n.d <LOD 2.32 27.7 <LOD nd n.d n.d 30.98
D1 <LOD n.d 6.28 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2.75 9.03
D2 <LOD <LOD 22.2 n.d nd n.d n.d nd <LOD n.d nd 1.21 2341
D3 nd n.d 49.27 <LOD <LOD <LOD n.d nd <LOD <LOD nd 5.24 5451
D4 n.d n.d 2.46 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2.64 5.1

El n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

E2 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d <LOD 451 451
E3 n.d n.d 0.42 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d <LOD 0.75 1.17
F1 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d <LOD n.d n.d <LOD

Gl n.d n.d 0.54 0.08 <LOD <LOD 31.6 n.d nd nd 0.05 5.21 37.48
G2 <LOD <LOD 1.49 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d 1.06 2.55
H1 <LOD <LOD <LOD <LOD nd n.d n.d nd <LOD <LOD <LOD 1,86 1.86
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Distribuicdo amostral e comparagao com a Legislacéo

i Negativos L4 Positivos

\ 1009
; 85% &

Figura 4.4 Distribuicdo de casos negativos/positivos e comparac¢ao com a legislacéo.

Dos pesticidas monitorizados, 0os mais detectados nas aguas de Esposende foram a
desetilatrazina, a atrazina e 0 azinfos de metilo. As analises mostram-se negativas quanto a
presenca de outros pesticidas homeadamente, o folpete, o dimetoato e a simazina (Figura
4.5).
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Figura 4.5 Distribuicdo dos pesticidas monitorizados pelas 20 amostras de aguas analisadas.

Y

Quanto a auséncia do folpete nas aguas monitorizadas, esta podera ser explicada pela
sazonalidade da sua aplicacdo, normalmente em Novembro, bastante afastada

temporalmente do més de Junho que foi o da amostragem para este estudo.
Salienta-se a auséncia na deteccdo da simazina e do dimetoato nas amostras analisadas,

bem como os baixos valores dos restantes organosfosforados o que pode ser devido & sua

elevada solubilidade em agua e rapidez de degradacéo no ambiente, em consonancia com o
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gue foi descrito na literatura. Pela analise da Figura 4.6, observa-se que 65% das amostras
de aguas apresentavam mais de 2 pesticidas e em apenas 20% das amostras foi detectado
1 Unico pesticida.

Numero de pesticidas detectados em amostras de agua s de
pocos agricolas

[ n? pesticidas  [n2 amostras

Superiora 3

Figura 4.6 Numero de pesticidas encontrados nas 20 aguas de pocos agricolas monitorizados.
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5. Conclusao

O método proposto mostrou, através dos parametros de validagdo seguidos, ser eficiente e
confidvel para a determinacdo dos pesticidas: folpete, atrazina, desetilatrazina,
desisopropilatrazina, simazina, terbutilazina, desetilterbutilazina, dimetoato, diazinéo,

maltido, cloropirifos e azinfos-metilo em amostras de 4gua provenientes de pogos agricolas.

Os cartuchos SPE, Lichrolut EN/RP-18 foram utilizados no processamento de todas as

amostras por apresentarem as percentagens de recuperacdo mais satisfatorias.

Para grande parte dos pesticidas estudados, as concentracbes encontradas em aguas
provenientes de pocos para fins agricolas e de consumo foram superiores aos valores
permitidos pela legislagdo em vigor, devendo ser alvo de uma monitorizacdo continua,
devido a potencial toxicidade, elevada persisténcia e eventual efeito cumulativo desses
pesticidas a nivel do ambiente e dos animais, com provaveis repercussdes na saude

humana.
No ambito de estudos académicos, o resultado deste tipo de trabalhos deverd ser

comunicado a populacdo estudada, de forma a contribuir para alterar a percep¢éo errada

acerca da qualidade da agua.
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6. Sugestbes para Trabalho Futuro
* Quantificar os niveis dos metabolitos destes pesticidas em material biolégico, por

exemplo: urinas, da populacdo desta regido de forma a avaliar a sua exposicao e

correlacionar com este trabalho.
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Tabela A.1 Calculos intermédios para a determinacéo dos parametros Selectividade/Especificidade

Composto R1 R2 R3 R4 R5
Folpete 3E-07  -3,25E-07 0 -6,53E-09 8,13E-07
Dpatrazina -5E-06  -5,57E-06  5E-06 0 5,05E-06
Datrazina 0 0 5E-06 0 0
Dterbutilazina 0 0 8E-06 0 0
Dimeto ato 0 0 0 0 0
Simazina 0 0 0 0 0
Atrazina 0 0 0 0 0
Terbutilazina 0 0 0 0 0
Diazinon 0 0 0 0 0
Malatido 0 0 0 0 0
Cloropirifos 0 0 0 0 0
Azinfos 0 0 0 0 0
Tabela A.2 Calculo auxiliar para a precisao
Composto Xi (média) Xij X Msrun
Folpete 340654,18 340655,00 340626,00 88,23
DesetiPropilatrazina 3257,57 3263,30 3267,20 10,30
Desetilatrazina 76185,00 76140,00 76149,00 144,00
Desetilterbutilazina 87812,60 87859,80 87879,70 500,27
Dimetoato 102733,15 102775,20 102798,60 475,97
Simazina 4334,19 4340,00 4350,00 27,77
Atrazina 23797,58 23780,00 23720,00 668,74
Terbutilazina 19179,29 19168,20 19149,40 99,27
Diazindo 78075,27 78046,50 78038,80 147,78
Malatido 1708869,09 1708850,40 1708862,00 5,59
Cloropirifos 3007803,48 3007806,70 3007893,70 904,41
Azinfos 106180,88 106172,80 106192,40 14,75
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Rmédio
1,6122E-07
-1,01138E-07
9,02595E-07
1,60216E-06
0

O O O O o o o

MSr
0,01
0,41
25,00
27,50
21,83
0,42
3,82
1,52
10,22
4,31
0,13
0,81
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