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RESUMO

O metamidofds é um praguicida organofosforado de largo espectro de acdo, sendo classificado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como extremamente toxico. Ele apresenta alta solubilidade em
agua, alcoois e cetonas, média solubilidade em compostos organicos clorados e baixa solubilidade em hexano e
tolueno. Isso faz com que ndo fique restrito as areas de aplicacdo agricola, podendo contaminar alimentos e o
meio ambiente, principalmente a agua, acarretando em um potencial problema de satde publica. A extracdo
liquido-liquido é uma das técnicas de extracdo mais utilizadas até a atualidade e no presente trabalho foram
testados diversos esquemas de solventes a fim de proceder o pré-tratamento de amostras aquosas
contaminadas, em niveis residuais, com metamidofés. Os resultados, tanto de recuperacdo quanto de
reprodutibilidade, ndo foram satisfatdrios, devendo-se buscar outras alternativas para proceder sua analise.

PALAVRAS-CHAVE: Aumento de Capacidade, Melhoria da Qualidade, Agua com Alcalinidade, Coagulante
Adequado, Auxiliares de Floculagéo.

INTRODUCAO

O metamidofos (ou O,S-dimetilfosforamidotioato; C,HgNO,PS) é um praguicida organofosforado de largo
espectro de acéo.

Ele é classificado, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como extremamente toxico e sua
alta toxicidade aguda para mamiferos é bem estabelecida e proveniente do seu mecanismo de agdo: inibi¢do de
enzimas colinesterasicas. Ja a toxicidade proveniente de exposi¢Ges cronicas é difusa, sendo citadas na literatura
alteragBes reprodutivas (alteragdes em esperma, em células embridnicas, comprometimento de embribes e
filhotes, diminuicdo de fertilidade de fémeas, dentre outras) (EXTOXNET) (BURRUEL, 2000), potenciais
citotoxicidade, mutagénicidade e genotédxicidade em ratos (IPCS, 2002; KARABAY e OGUZ, 2005;
ERGENE, CELIK e KAYA, 2007), alteragdes morfolégicas nos tecidos cardiacos de animais de
experimentacdo (hipertrofias cardiacas) (CALORE et al., 2007), alteracfes no sistema nervoso central de ratos
(atrofias em algumas regides cerebrais) (CALORE et al, 2006), alteragcBes neuropsicoldgicas (ansiedade,
distdrbios na performance visuo-motora, abilidades visuo-perceptivas e velocidade de processamento de
informacdes) (TAPIA et al, 2006) e alteracGes na tiredide (SATAR et al, 2008).
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Em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas, ele apresenta alta solubilidade em &gua, alcoois e cetonas,
média solubilidade em compostos organicos clorados e baixa solubilidade em hexano e tolueno (WHO, 1993).

Isso faz com que ndo fique restrito as &reas de aplicacdo agricola, podendo contaminar alimentos e 0 meio
ambiente, principalmente a 4gua, acarretando em um potencial problema de satde publica.

Apesar das normativas brasileiras ndo adotarem valores maximos aceitaveis para o metamidofoés em agua, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em novembro de 2009, publicou uma consulta publica
que sugeria a proibicdo do seu uso em todo o territério nacional, devido as caracteristicas neurotéxicas,
imunotoxicas e toxicidade sobre o sistema enddcrino, reprodutor e desenvolvimento embriofetal (ANVISA,
2009). Além disso, a revisdo da Portaria n° 518 do Ministério da Salde, que estd em andamento, est& propondo
a inclusao do metamidofés no padrdo de potabilidade brasileiro de 4gua, com o valor maximo permitido de 12
pg/L (MS, 2010). No estado americano da Florida a concentragdo maxima permitida de tal inseticida em agua
potavel é de 5 ug/L (5 ppb) (EEAA, 2003). Na Holanda, o metamidofés esta na “lista-negra” de substancias
cujas emissdes deveriam ser cessadas imediatamente. J& a Unido Européia, adota o valor de 0,1ug/L como
concentragdo méaxima permitida de qualquer praguicida em 4guas destinadas ao consumo humano.

Essa perspectiva somada a dados da literatura que tém demonstrado a presenga de metamidofés em aguas
superficiais e subterraneas no Brasil e no mundo, exigem a pronta disponibilidade de métodos laboratoriais
capazes de identificar e quantificar tal substancia na 4gua, em niveis residuais.

A extracdo liquido-liquido é uma das técnicas de extragdo mais utilizadas até a atualidade, e baseia-se na
solubilidade relativa dos analitos presentes na amostra, em dois solventes diferentes e imisciveis entre si
(LANCAS, 2004), com as finalidades bésicas de promover o clean up da amostra e a concentragdo do analito,
0 que permite a sua deteccdo pelas técnicas analiticas disponiveis.

Desta forma, o presente trabalho objetivou verificar o comportamento do metamidofds em extracdes liquido-
liquido, com a finalidade de estabelecer metodologia capaz de detectar residuos deste inseticida em aguas
superficiais.

MATERIAIS E METODOS

As andlises foram desenvolvidas no laboratério do Ndcleo de Analise Instrumental do Instituto de Criminalistica
da Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica do Estado de S&o Paulo.

Padr&o analitico do praguicida

O padrdo analitico de metamidofds utilizado foi adquirido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda. e solugdes aquosas
com diferentes concentragdes dele foram preparadas com agua ultrapurificada em sistema Direct-Q UV3®
Millipore (resistividade 18,2 mQ cm).

Reagentes, solventes e materiais

Os reagentes, solventes e materiais utilizados foram: funil de separacdo; agua destilada; éter P.A. (Synth,
Brasil); cloroférmio P.A. (Synth, Brasil); acetona P.A. (Synth, Brasil); diclorometano P.A. (Carlo Erba, Italia);
metanol grau HPLC (Merck, Brasil); acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, Brasil); acido cloridrico P.A. 6N;
cloreto de sédio P.A. (Nuclear, Brasil); cloreto de potassio P.A. (Fisher Scientific, Estados Unidos); balGes
volumétricos de diversos volumes; béqueres de diversos volumes; micropipeta automatica com capacidade para
pipetar volumes entre 100 pL e 1000 pL (Transferpette®, Alemanha), bem como ponteiras compativeis.

Equipamento e acessorios

O equipamento utilizado e seus componentes foram: cromatégrafo liquido de alta eficiéncia da marca Agilent
Technologies (1200 series), constituido por degaseificador, bomba quaternaria, amostrador automatico, forno
de coluna, coluna cromatografica Phenomenex Hydro C-18, 50 mm de comprimento, 2 mm de didmetro interno
e tamanho de particula de 5 um, com pré-coluna equivalente. O detector, acoplado ao cromatégrafo, consistiu
em um espectrometro de massas Triploquadrupolo Q-trap 3200 da marca Applied Biosystems, com ionizacdo a
pressdo atmosférica por electrospray.
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Método

Aliquotas de 250 mL ou 100 mL de solugbes aquosas de metamidofés com concentragdo de 400 ng/L foram
colocadas em funis de separacéo e agitadas vigorosamente, durante 2 minutos, com as seguintes combinacdes
de solventes organicos: éter / cloroformio (1:2), éter / acetona (1:2), éter (100%) e cloroférmio / acetona (2:1).
Apos a separagdo das fases, a porcao organica foi recolhida em tubo de polipropileno. Tal processo foi repetido
por mais quatro vezes. Os extratos organicos foram evaporados até a secura e os residuos foram solubilizados
em 1 mL de metanol para posteriormente serem analisados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), em metodologia previamente otimizada e validada
(GUEDES, PAGANINI, 2010).

Alternativamente, o procedimento acima descrito foi realizado também com a adi¢éo de cloreto de sodio ou de
potassio a solugdo inicial de metamidofés, até a sua saturacao.

RESULTADOS OBTIDOS

A tabela 01 mostra todas as condigdes testadas, para a extracdo liquido-liquido, sempre utilizando agua
fortificada com metamidofés para se obter uma concentragdo final de 0,4 pg/L (ou 400 ng/L), e suas
respectivas recuperacoes.

Tabela 01: Condic0es testadas.

Volume de Volume de
p Solvente
amostra

NaCl Recuperagéao

Eter / Cloroférmio

250 3 ' (1:2) 3 x50 nédo 2,35
250 g  Eter/ %'f_’g’form'o 3 x50 sim (10g) 0
250 3 Eter / acetona (1:2) 3 x50 nao 1,25
250 3 Eter / acetona (1:2) 3 x50 sim (30 g) 0,49
250 3 Eter 3 x50 nao 0,75
250 3 Eter 3 x50 sim (30 g) 0,82
250 ;  Eter/ %'f_’;‘;form'o 3 x50 ndo 2,78
250 ;  Eter/ (Z'l‘?g)’form'o 3x50 sim (30 g) 2,77
250 3 C'°r°f°"(“2'_°1; Acetona g, 54 sim (70 g) 1,23
250 3 Cloroforr(r12|91; Acetona 5 % 50 nio 3,05
100 3 Cloroforr(r12|91; Acetona 5 % 50 nio 19,82
100 3 Cloroforrgf)l; Acetona 5 % 50 sim 135
100 3 C'Omfo”(“z'f’l; Acetona 5 X 50 ndo 18,40
100 3 C'°r°f°"(“2'_°1; Acetona 5,50 sim (iodado) 0
100 3 C'°r°f°"(“2'_°1; Acetona 5, 54 N3o 31,62
100 3 Cloroforr(r12|91; Acetona 5 % 50 KCI (35 g) 0

A partir destes resultados, pode-se estabelecer algumas relacdes, com a finalidade de comparar os diferentes
métodos, e verificar qual apresentou maior eficiéncia. Os gréaficos 01, 02 e 03 demonstram isto.

Como pode ser observado através dos dados expostos na tabela 01 e nos gréficos 01, 02 e 03, as extracOes
realizadas em 100 mL de agua fortificada com 0,4 pg/L de metamidofés, em pH 3, utilizando-se cloroférmio /
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acetona (2:1) como solvente, forneceram as melhores recuperacdes dentre os esquemas de extracdo testados,
com ou sem o uso de cloreto de sédio (NaCl).

Recuperacéo e variagdo do solvente

1,5+ O NaCl
11 H sem NaCl

Recuperacéo (%)
N

0 : : : ‘

éter / éter / acetona éter Cloroférmio /
cloroférmio (1:2) acetona (2:1)
(1:2)
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Volume (mL)
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Graficos 01 e 02: (01) Relacéo entre os diferentes solventes usados na extragéo liquido-liquido e as
recuperacOes obtidas, com e sem o uso de NaCl. (02) Relacéo entre dois volumes distintos de
amostra testados na extrac¢ao liquido-liquido com cloroférmio / acetona (2:1), em pH 3, e suas
respectivas recuperagdes, obtidas com e sem o uso de NaCl.

Recuperagéo X uso de sal

140

120

100

80

60

Recuperagéo (%)

40

2
' y 4 y 4

0 . . . f
semsal NaCl NaCl (iodado) Ka
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Grafico 03: Relagdo entre extracgdes liquido-liquido realizadas com cloroférmio / acetona (2:1), em
amostras de 100 mL, pH 3, e suas respectivas recuperacgdes. Variou-se a utilizacao de sal e seu tipo.
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As recuperacdes variaram de zero a 31,62%, tendo-se obtido um Unico valor considerado muito bom (135%)
que, na verdade, foi atribuido a contaminacdo da vidraria utilizada, pois ndo se pode reproduzi-lo.

Como pode ser observado, as extragOes realizadas em 100 mL de &gua fortificada com 0,4 pg/L de
metamidofés, em pH 3, utilizando-se cloroférmio / acetona (2:1) como solvente, forneceram as melhores
recuperacdes, em média 23,28%, dentre os esquemas de extracao testados, sem o uso de sal.

Em face a esses resultados, partiu-se para uma segunda etapa do processo, que foi a determinacéo da eficiéncia
e da reprodutibilidade do método, em trés concentragcdes dentro da faixa de interesse: baixa, média e alta. As
tabelas 02 e 03 e o gréafico 04 mostram os resultados dos testes.

Tabela 02: Extraces liquido-liquido realizadas sem a adicdo de NaCl.
Concentracéo de Recuperacdo Recuperacdo média

1 1 0,
fortificacio individual (% e RO SV

6,72
0,048 1,7 9,6 9,678437 100,74
20,4

12,17
0,48 16,3 10,65 6,532812 61,30
3,5

8,17
0,98 1,02 3,15 4,367337 138,79
0,25

Tabela 03: Extracoes liquido-liquido realizadas com a adi¢édo de 35 gramas de NaCl.
Concentracéo de Recuperacdo Recuperacdo média
fortificacdo individual (%

89,94
0,048 78,93 58,52 0,452281 77,29
6,68

Desvio padréo CV (%)

8,64
53,20
0,48 4813 27,55 0,269937 97,98

0,22

4,30
0,98 16,24 6,9 0,083534 121,12
0,15

Recuperagédo X conc fortificagédo e uso de NaCl

607

50

401

Recuperacdo 301 O sem NaCl
B NaCl

207

107

0]

0,048 0,48 0,98

Concentracgéo de fortificagdo

Figura 04: Recuperagdes obtidas para trés concentragdes distintas.
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Observando-se as recuperacfes obtidas sem a adicdo de NaCl, verificou-se uma baixa eficiéncia da extracdo para as
trés concentracBes testadas; j& com a adicdo do sal, foram obtidas recuperacGes melhores porém inversamente
proporcionais a concentracdo do metamidofos, o que pode indicar uma maior eficiéncia do processo em
concentragbes mais baixas do que nas mais altas, ou ainda, um problema constante de contaminacdo da vidraria
utilizada, em particular do funil de separacdo que, mesmo apds exaustiva lavagem, poderia ndo estar completamente

descontaminado. Para ambos os esquemas de extracdo testados, foram observados altos coeficientes de variacdo
(CV), o que evidencia a baixa reprodutibilidade dos métodos.

CONCLUSOES

Os diversos esquemas de solventes testados, com variagdes de volume de amostra, pH e adi¢do de sal, em
geral, ndo apresentaram boas recuperacdes.

Ainda assim, as extragdes realizadas com 100 mL de agua fortificada, em pH 3 e utilizando cloroférmio /
acetona (2:1) como solvente, forneceram as melhores recuperagdes, e por isso foram testadas em trés
concentragdes diferentes (baixa, média e alta), na tentativa de verificar a reprodutibilidade do método.

Observou-se que as melhores recuperagdes foram obtidas com a adi¢do de 35 gramas de cloreto de sddio,
porém o coeficiente de variagdo foi muito alto para os trés niveis de concentragcdo, 0 que compromete a
reprodutibilidade do método e impossibilita seu uso na pratica laboratorial.

Uma Unica recuperacdo acima de 135% (Tabela 01) foi desconsiderada para efeitos de analise dos dados uma
vez que foi muito destoante das demais. Existe a suspeita de ter havido contaminacdo em alguma etapa do
processo.

Uma vez que os resultados obtidos na extragdo liquido-liquido ndo foram satisfatérios, os esforcos para o
desenvolvimento de métodos capazes de determinar quantidades minimas (da ordem de partes por bilhdo e até
trilhdo) de metamidofés em agua continuaram. Foi avaliada, posteriormente, a técnica de extracdo em fase
s6lida (SPE), que também ndo atingiu o objetivo proposto. Finalmente, optou-se por estabelecer um método
com injecdo direta das amostras de &gua no cromatdgrafo liquido (sem extragdo prévia), aumentando
consideravelmente o volume injetado. Esta sutil modificacdo foi decisiva e levou a uma melhora significativa
nos niveis de deteccdo e de quantificacdo atingidos, sendo mantidos todos os outros parametros de seguranca
analiticas.
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