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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA DETERMINACAO DE RES,I'DUOS DE
TRIFENILESTANHO EM AGUA E SOLO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS EM SERIE

AUTOR: Gabriel Capeletto dos Santos
ORIENTADOR: Renato Zanella

O trifenilestanho tem sido amplamente empregado como fungicida em diversas
culturas, porém seu uso é proibido na cultura do arroz irrigado no Brasil por oferecer
alto risco ao meio ambiente. Neste trabalho, métodos foram desenvolvidos e validados
para determinacao de residuos de trifenilestanho (TPhT) em amostras de agua e solo
por cromatografia liquida com espectrometria de massa em série (LC-MS/MS). Para
analise de agua empregou-se a extracdo em fase solida (SPE) avaliando-se
univariadamente algumas varidveis como: volume de amostra, pH da amostra, tipo e
volume de solvente de eluicdo. Para analise do solo, um planejamento completo de
experimentos 23 foi aplicado ao método QUEChERS para otimizar o preparo de
amostras de solo avaliando multivariadamente as variaveis como particao, tipo e
concentracdo de &cido no solvente de extracao. Os limites de quantificacdo (LOQ) dos
métodos foram 0,1 ug L e 10 pg kg para amostras de agua e solo, respectivamente.
Exatiddo satisfatéria, com recuperacfes de 84 a 113% para amostras de agua e de
72 a 99% para amostras de solo, bem como boa precisdo, com desvio padréo relativo
(RSD) de 3a 18% e 2 a 7% para agua e solo, respectivamente. Os métodos validados
foram aplicados em amostras reais e nenhum residuo de TPhT foi encontrado. Porém,
0S meétodos propostos apresentaram desempenho adequado utilizando o
procedimento de adicdo de padrdo. Os resultados indicaram que os métodos
propostos sdo adequados para analises de rotina de residuos de TPhT em amostras

de agua e solo.

Palavras-chave: SPE, QUEChERS, organoestanico, agrotoxicos, LC-MS/MS.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF METHODS FOR DETERMINATION OF
TRIPHENYLTIN RESIDUES IN WATER AND SOIL BY LIQUID
CHROMATOGRAPHY WITH TANDEM MASS SPECTROMETRY

AUTHOR: Gabriel Capeletto dos Santos
ADVISOR: Renato Zanella

Triphenyltin has been widely used as fungicide in several crops, but its use in irrigated
rice crop was banned in Brazil because it poses a high risk to the environment. In this
work, methods for determination of triphenyltin (TPhT) residues in water and soil
samples by liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) were
developed and validated. For water analysis, solid phase extraction (SPE) was used
to evaluate univariate variables such as: sample volume, sample pH, type and volume
of elution solvent. For soil analysis, a complete design of experiments 22 was applied
to the QUEChERS method to optimize sample preparation for soil evaluating variables
such as partition, type and acid concentration in the extraction solvent. Practical
methods limits of quantification (LOQ) were 0.1 ug L't and 10 pg kg for water and soil
samples, respectively. Satisfactory accuracy, with recoveries from 84 to 113% for
water samples and 72 to 99% for soil samples, as well as good precision, with overall
relative standard deviation (RSD) from 3 to 18% for water samples and 2 to 7% for soll
samples were achieved. The validated methods were applied to real samples and no
residues of TPhT were found. Although, the proposed methods presented adequate
performance using standard addition procedure. Results indicated that proposed

methods are suitable for routine analysis of TPhT residues in water and soil samples.

Keywords: SPE, QUEChERS, organotin, pesticides, LC-MS/MS



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacéo da estrutura geral do trifenilestanho ((CsHs)3Sn-X),

onde X é um anion ou grupamento anioénico. Fonte: WHO, 1999. ................... 25
Figura 2. Caramujo Pomacea canaliculata. .....................eeeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 27
Figura 3. Pontos de amostragem ao longo da bacia hidrografica do rio Soturno.
......................................................................................................................... 49
Figura 4: Resultados das areas obtidas na determinacéo de residuos de
trifenilestanho por LC-MS/MS em funcé&o da variagéo do volume de amostra
(50, 100 € 200 ML) ctiiiiiiiiiiie e e e e e sttt e e e e e e e e e e e e e s e s e e e e e e e e e e nnnnreees 56
Figura 5: Resposta em area para os ensaios variando o ajuste de pH da
amostra na extracao de residuos de trifenilestanho em amostras de agua por
SPE e determinacao por LC-MS/MS..........ccooiii i 57
Figura 6: Cromatogramas obtidos por LC-MS/MS no modo SRM de amostras
de agua fortificadas a 50 pg L eluidas com diferentes solugges. ................... 59
Figura 7: Comparacao dos cromatogramas obtidos por LC-MS/MS no modo
SRM de amostras de agua fortificadas a 50 pg L™ para acetonitrila 1% (v/v)
acido acético (verde) e metanol1% (v/v) acido acético (vermelho). ................. 60

Figura 8: Resultados de recuperacao para avaliagcado do volume de solvente na
etapa de eluicdo da SPE para determinacédo de residuos de trifenilestanho por
LC-MSIMS ...ttt e e e e e et a e e e e e 61

Figura 9: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para particao, tipo de
acido e concentracao de 4cido e suas interacdes na recuperacdo de residuos
de TPhT de amostras de SOI0. .....ccooeeeeiiiieeeee e, 62

Figura 10: Gréfico de médias marginais de particao (A), tipo de acido (B) e
concentracao de ACIO (C). ..uvuuuiiiii i 63

Figura 11: Resultados de recuperacao obtidos para os 8 experimentos do
planejamento fatorial COMPIETO. ..........uuuiiiiiiiiiii s 64

Figura 12: Cromatograma SRM obtido atraves de LC-MS/MS para 0 composto
TPhT em amostras “branco” de solo (verde), fortificagdo na amostra na
concentragdo de 100 pg kg*(azul) e solugéo padrdo em solvente na
concentracdo de 50 pg L1 (Vermelho). ........c.coovvviiiiiiiiiiecccec e, 66

Figura 13: Equacéo da reta e r? para curvas de analitica preparadas em
metanol (CTS) e extrato “branco” da matriz solo (CTM) na faixa de trabalho de
2.8 100 O Lote e 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Gradiente da fase mével para a eluicdo do TPhT determinado por
OV S 1Y TP 44

Tabela 2- Planejamento de experimentos fatorial completo 22 para avaliacdo da
influéncia da adicéo de sais, tipo de acido e concentragdo de acido na
eficiéncia da etapa de extracédo de residuos dede trifenilestanho em amostras

(0 L= ] o PSPPI 47

Tabela 3 - lons precursores, ions produto (m/z), energia do capilar (V) e
energia de colisédo (eV) para determinacao de residuos de TPhT com atrazina-
d5 como padrao de controle e TPP como padréo interno por LC-MS/MS. ...... 54

Tabela 4 - Resultados de recuperacgéo para os ensaios de fortificacdo com
concentragdes de 0,1 a 2 ug L para agua e 10 a 200 ug kg™ para o solo. .... 68



11

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ACT — Azocicloestanho, do inglés azocyclotin

ANA — Agéncia Nacional de Aguas

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APCI — lonizacdo quimica a pressdo atmosférica, do inglés

atmospheric-pressure chemical ionization
Cis — Silica modificada com hidrocarboneto linear Cis, octadecilsilano
CAR/PDMS - Carboxen/polidimetilsiloxano, do inglés
carboxen/polydimethylsiloxane
CETESB — Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
CE-TOF-MS - Eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas com
tempo de vbo, do inglés capillary electrophoresis time-of-flight

mass spectrometry

CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente

CT™M — Curva de trabalho preparada no extrato da matriz
CTS — Curva de trabalho preparada em solvente

DBT — Dibutilestanho, do inglés dibutyltin

DMT — Dimetilestanho, do inglés dimethyltin

DOT — Dioctilestanho, do inglés dioctylltin

DQ — Departamento de Quimica

EMBRAPA  — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

ESI — lonizacao por eletronebulizac&o, do inglés electrospray
ionization
ESI (-) — lonizagéo por eletronebulizagdo no modo negativo, do inglés

electrospray ionization in negative mode

ESI (+) — lonizagéo por eletronebulizagdo no modo positivo, do inglés
electrospray ionization in positive mode

eV — Elétron-volt

FAO — Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacao e
Agricultura, do inglés Food and Agriculture Organization of the
United Nations

FBT — Febutanestanho, do inglés febutantin

GC — Cromatografia gasosa, do inglés gas chromatography



GC-AED

GC-FPD

GC-HRMS

GC-ICP-MS

GC-MS

GC-MS/MS

GC-PFPD

GC-QFAAS

HILIC

HPLC

12

— Cromatografia gasosa com deteccao por emisséo atdbmica, do
inglés gas chromatography — atomic emission detection

— Cromatografia gasosa com deteccao fotométrica de chama, do
inglés gas chromatography- flame-photometric detection

— Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
de alta resolucéo, do inglés gas chromatography-high-resolution
mass spectrometry

— Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado, do inglés gas
chromatography - inductively coupled plasma - mass
spectrometry

— Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
do inglés gas chromatography coupled to mass spectrometry

— Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
em série, do inglés gas chromatography coupled to tandem
mass

— Cromatografia gasosa com deteccéo fotométrica de chama
pulsada, do inglés gas chromatography-pulsed flame-
photometric detection

— Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de absorcéo
atomica com forno de quartzo, do inglés gas chromatography —
quartz furnace atomic absorption spectrometry

— Cromatografia liquida com interacao hidrofilica, do inglés
hydrophilic-interaction liquid chromatography

— Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés high

performance liquid chromatography

HPLC-ICP-MS — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

HPLC-UV

espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado,
do inglés high performance liquid chromatography- inductively
coupled plasma-mass spectrometry

— Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo
ultravioleta, do inglés high performance liquid chromatography
with ultraviolet detection



HS-SPME

INMETRO

Koc

Kow
LARP
LC
LC-MS

LC-MS/MS

LOD

LODi

LODm

LOQ
LOQi

LOQm

m/z
MAE

MAPA
MBT
MMLLE

MMT
MOT
MS

13

— Microextragdo em fase solida no modo headspace, do inglés
headspace solid phase microextraction

— Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial

— Coeficiente de particao

— Coeficiente de particdo octanol dgua

— Laboratoério de Anélise de Residuos de Pesticidas

— Cromatografia liquida, do inglés liquid chromatography

— Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
do inglés liquid chromatography coupled to mass spectrometry
— Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em série, do inglés liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry

— limite de deteccéo, do inglés limit of detection

— limite de detecgao do instrumento, do inglés limit of detection
of the instrument

— limite de deteccdo do método, do inglés limit of detection of
the method

— limite de quantificacdo, do inglés limit of quantification

— limite de quantificag&o do instrumento, do inglés limit of
guantification of the instrument

— limite de deteccdo do método, do inglés limit of quantification of
the method

— Razdo massa carga

— Extracdo assistida por micro-ondas, do inglés microwave-
assisted extraction

— Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

— Monobutilestanho, do inglés monobutyltin

— Extracéo liquido-liquido com membrana microporosa, do inglés
microporous membrane liquid-liquid extraction

— Monometilestanho, do inglés monomethyltin

— Monoctilestanho, do inglés monoctylltin

— Espectrometria de massas, do inglés mass spectrometry



MS/MS

n
OHBUDBT
PDMS/DVB

Pl

r2

rec
RSD
RSDp
S/R
SBSE

SiBCS
SPE
SPME

SRM

TBT
TCyHT
TeBT
TeET
TePhT
TET
TMAH

T™T
TOT
TPhT
TPP

TQ

14

— Espectrometria de massas em série, do inglés mass
spectrometry in tandem

— Numero de replicatas

— 4-hidroxibutildibutilestanho, do inglés 4-hydroxybutyldibutyltin
- Polidimetilsiloxano/divinilbenzeno, do inglés
polydimethylsiloxane/divinylbenzene

— Padrao Interno

— coeficiente de determinacao

— Recuperacéo

— Desvio Padrao Relativo, do inglés Relative Standard Deviation
— Desvio Padrao Relativo para Precisao Intermediaria

— Relacéo sinal ruido

— Extracao sortiva em barra de agitacao, do inglés stir bar sorptive
extraction

— Sistema Brasileiro de Classificacao de Solos

— Extrac@o em fase soélida, do inglés solid phase extraction

— Microextracdo em fase soélida, do inglés solid phase micro
extraction

— Monitoramento de reac¢des selecionadas, do inglés selected
reaction monitoring

— Tributilestanho, do inglés tributyltin

— Triciclo-hexilestanho, do inglés tricyclohexyltin

— Tetrabutilestanho, do inglés tetrabutyltin

— Tetraetilestanho, do inglés tetraetyltin

— Tetrafenilestanho, do inglés tetraphenyltin

— Trietilestanho, do inglés trietyltin

— Hidréxido de tetrametilamonio, do inglés tetramethylammonium
hydroxide

— Trimetilestanho, do inglés trimethyltin

— Trioctilestanho, do inglés trioctylltin

— Trifenilestanho, do inglés triphenyltin

— Trifenilfosfato, do inglés triphenylphosphate

— Triplo quadrupolo



15

UAE — Extracao assistida por ultrassom, do inglés ultrasound-assisted
extraction

UHPLC-ICP-MS - Cromatografia liqguida de ultra alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado,
do inglés ultra high performance liquid chromatography-
inductively coupled plasma-mass spectrometry

viv — Volume por volume

VMP — Valor Maximo Permitido



16

SUMARIO

L INTRODUGAO ..o, 18
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o 20
2.1 Y16 7 20
2.2 SOLO ettt 21
2.3 AGROTOXICOS.....c.oiiiieeieeeeeeeee e, 22
2.4 HISTORICO DO USO DE COMPOSTOS ORGANOESTANICOS ... 23
2.5 USO DO COMPOSTO TRIFENILESTANHO NA AGRICULTURA... 26
251 Bacia hidrografica do Ri0 JACUI ..........cooviiiiiiiiiiiiieeeiiiiiceeee e 28
2.6 RESIDUOS DE COMPOSTOS ORGANOESTANICOS EM

AMOSTRAS AMBIENTAIS .....ooiieeieeeeeceeee e 29
2.7 METODOS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE

TRIFENILESTANHO .....oiiiiiiceeeeeeeee e 31
2.8 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS E PARAMETROS DE

VALIDACAO ... 37
28.1 Seletividade (ou especificidade) ...............ueuvuiiiiiiiiiiiiiiiiie 38
2.8.2 Linearidade, curva analitica e faixa de trabalho .................cccovvvnnenn. 38
2.8.3 Precis@o (Precisdo Intermediaria) ...........ccccvveeieieeeeiiiiiiiiiiieeee e 39
2.8.4 ez 1 1[0 = Lo TR 39
2.8.5 Limite de Deteccéo (LOD) e Limite de Quantificagéo (LOQ)............. 39
3 MATERIAIS E METODOS ... 41
3.1 INSTRUMENTAGAO ....ooveieieeeeeeeeeeee e, 41
3.2 REAGENTES, SOLVENTES E MATERIAIS UTILIZADOS .............. 42
3.3 ESCOLHA DO PADRAO DE CONTROLE E DO PADRAO

INTERNO ...ttt ettt ae e nenn, 43
3.4 PREPARO DAS SOLUGCOES ANALITICAS......c.cooeeeeeeeeeeeee, 43
3.5 CONDICOES DO SISTEMA LC-MS/MS .......cooverieeeereeeeeeeeennes 44
3.6 OTIMIZACAO DA SPE PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE

TRIFENILESTANHO EM AGUA .......oovoieieeeeeeeeeeeeeee e 45
3.7 OTIMIZACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO

DE RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM SOLO.........c.c.c.......... A7
3.8 APLICACAO DOS METODOS EM AMOSTRAS REAIS.................. 48
3.9 VALIDACAO DO METODO SPE E LC-MS/MS PARA

3.9.1

DETERMINACAO DE RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM
AMOSTRA DE AGUA ...t 50
Y=Y =] 11V F= Vo = 50



3.9.2
3.9.3
3.94
3.10

3.10.1
3.10.2
3.10.3
3.10.4
4

17

Linearidade e Curvas Analiticas ..........ccccccevvvveiiiiiiiieeiiiiieieeeeeeeeeeeeee 50
Limite de Deteccao (LOD) e Limite de Quantificagéo (LOQ)............. 51
Ensaios de recuperacao para avaliar a exatidao e a precisao .......... 51

VALIDACAO DO METODO QUEChERS E LC-MS/MS PARA
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM

AMOSTRA DE SOLO ... 51
SeletiVIdade ......... e 52
Linearidade e Curvas AnalitiCas...........ccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiii e, 52
Limite de Deteccéo (LOD) e Limite de Quantificagéo (LOQ)............. 52
Ensaios de recuperacao para avaliar a exatidao e a precisao .......... 53
RESULTADOS E DISCUSSOES.......ccccoeoveieeeeeeeeeen, 54

4.1 CONDICOES OTIMIZADAS DO SISTEMA CROMATOGRAFICO LC-

MS/MS PARA A DETERMINACAO DE RESIDUOS DE

TRIFENILESTANHO EM AGUA E SOLO......cooiiieiieeeeeee e 54
4.2 DESENVOLVIMENTO DE METODO DE SPE PARA EXTRAQAO DE
RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM AGUA .........ccccoevevvivenae, 55
4.2.1 VOIUME A€ AMOSIIA .. .ceeeiiie e e e 55
4.2.2 PH 08 @MOSIIA .....ceviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee et 57
4.2.3 Solvente de ElUIGED ........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiii 58
4.2.4 Volume do solvente de eluiG8o...........coooeveeeiii 60
4.3 METODO SPE OTIMIZADO........cooiiiee oo 61
4.4 AVALIACAO DO METODO QuEChERS PARA EXTRACAO DE
RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM SOLO......cc.cooveeveieeeene. 62
4.5 METODO QUECHhERS OTIMIZADO ......oooeiieeeeeeeeeeeeeeee e 65
4.6 VALIDAQAO DOS METODOS ANALITICOS UTILIZANDO SPE E
QUEChERS PARA A EXTRAQAO DE RESIDUOS DE
TRIFENILESTANHO EM AGUA E SOLO E DETERMINAQAO POR
LC-MS/MS ... 65
4.6.1 SeletiVIdAdE .......eeeeeee e 65
4.6.2 Linearidade e curva analitiCa............cccoeeevviiiiiiiiiii e, 67
4.6.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacdo do método................. 68
4.6.4 Exatidao (recuperacéo), precisdo (RSD) e precisao intermediaria.... 68
4.7 APLICACAO DOS METODOS EM AMOSTRAS DE AGUA E
SOLO e as 69
B CONCLUSOES ..ot 70



18

1 INTRODUCAO

O meio ambiente vem continuamente sendo alvo de polui¢cdo por inGmeras vias.
Dessa forma, a qualidade de recursos naturais como agua e solo tem sido
comprometida ao longo dos anos pela dispersdo constante de substancias
persistentes no ambiente. Parte dessa poluicdo € oriunda do uso indiscriminado de
agrotoxicos que acabam contaminando também o0s seres vivos direta ou
indiretamente. Dentre estas substancias, 0s compostos organoestanicos tiveram um
crescimento exponencial na sua utilizagdo desde os anos 60. Isto porque estes
compostos apresentam além de suas propriedades estabilizantes um alto poder
biocida. Assim, triorganoestanicos vém sendo utilizados na agricultura para o combate
de doencas em inumeras culturas (HOCH, 2001).

O trifenilestanho, por exemplo, tem sido amplamente empregado como
fungicida em culturas de algodéo, arroz e feijdo. No Brasil, a formulacdo comercial
Mertin® 400 possui como ingrediente ativo o hidroxido de trifenilestanho, classificado
como fungicida e indicado para controle de culturas como feijdo e algodao
(SYNGENTA, 2017). Atualmente, este produto foi impedido de ser comercializado no
estado do Rio Grande do Sul por uso constatado em culturas de arroz irrigado. A
proibicdo tem como justificativa o risco a0 meio ambiente, uma vez que, 0O
trifenilestanho apresenta alta persisténcia e bioacumulacdo (BRASIL, 2017). Além
disso, o trifenilestanho € conhecido por atuar como disruptor endécrino. Ha relatos na
literatura da relacdo entre a contaminagdo por trifenilestanho em organismos
aguaticos com a ocorréncia de imposex, caracterizada pelo desenvolvimento de canal
deferente e pénis em fémeas de caramujos (Yl et al., 2012).

A ocorréncia dessas substédncias no ambiente mesmo em baixas
concentracdes evidencia a importancia de se monitorar o trifenilestanho em amostras
ambientais como a agua e o solo. Os métodos de extragdo descritos na literatura para
determinacao de trifenilestanho nessas matrizes empregam a extracéo liquido-liquido
(LLE), extracdo em fase solida (SPE), extracéo assistida por ultrassom (UAE) como
também técnicas de microextracdo como a microextragdo em fase soélida (SPME),

microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME), entre outras (COLE et al., 2015).
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A determinacdo de residuos organoestanicos pode ser realizada por
cromatografia gasosa (GC) posterior ao procedimento de derivatizagcdo ou por
cromatografia liquida (LC) que dispensa esta etapa. Uma vez que, a determinacgéo por
GC necessita de uma derivatizacdo prévia do trifenilestanho, fatores como tempo de
preparo da amostra e a exatiddo sao afetados pelo procedimento, especialmente no
que diz respeito a determinacdo em amostras complexas. Além disso, 0os reagentes
derivatizantes podem interagir com componentes indesejaveis da matriz (COLE et al.,
2015; GUl et al., 2016). Assim, o uso da LC é preferivel, uma vez que, o procedimento
de preparo de amostra ndo envolve tantas etapas.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar métodos para
determinacdo de residuos de trifenilestanho em amostras de agua e solo utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS)
para posterior aplicacdo em amostras de diferentes pontos da bacia hidrografica do

rio Soturno, localizado na regido central do estado do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1AGUA

A agua é considerada um bem de dominio publico e um recurso natural limitado,
dotado de valor econémico (BRASIL, 1997). O Brasil tem ocupado uma posicao
privilegiada comparada aos demais paises em relagdo a disponibilidade de recursos
hidricos (GOVERNO DO BRASIL, 2010). O territorio brasileiro contém cerca de 12%
de toda a 4gua doce do planeta, sendo esta quantidade espalhada em 12 regides
hidrogréaficas, como as bacias do Sao Francisco, Parana e Amazb6nica (MMA, 2018).
Este recurso é empregado em diversos setores como 0 abastecimento urbano, rural,
industrial, pecuéria e irrigacéo. Segundo informacdes da Agéncia Nacional de Aguas
(ANA), no ano de 2016, no Brasil, o volume de agua doce retirado de mananciais ou
destinado a rede publica de abastecimento foi de 2.275 m3 s! (metros cubicos por
segundo), sendo 55% dessa quantidade destinada ao setor de irrigacdo (GOVERNO
DO BRASIL, 2017).

No entanto, apesar de ndo haver dados globais precisos que contabilizem o
volume retirado dos mananciais ou que € derivado do sistema de abastecimento
urbano boa parte acabam tornando-se aguas residuais (GOVERNO DO BRASIL,
2017). Mesmo que a agricultura possa poluir pontualmente (descarte direto de
agrotéxicos em canais, por exemplo), geralmente, a poluicao ocorre de forma indireta,
difusa e complexa (ANA, 2017). O uso indiscriminado de agrotéxicos pode afetar
diretamente a qualidade da &agua empregada para diversas fungcdes como o
abastecimento, o solo, os alimentos e a vida aquatica. Isso porque estes compostos
alcancam os recursos hidricos devido a ineficiéncia da aplicacdo dos agrotoxicos
acarretando na sua dispersdo no ambiente. A parcela das perdas (ou da ineficiéncia)
da irrigagdo que ndo é evapotranspirada e que fica retida no solo pode carrear sais,
sedimentos, matéria organica e poluentes até os corpos hidricos superficiais e

subterréaneos, contribuindo para sua contaminagdo (NAKAMURA, 2015).
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2.2S0L0O

O solo é uma colecdo de corpos naturais, constituidos por partes solidas,
liquidas e gasosas, sendo elas materiais minerais e organicos que ocupam a maior
parte do manto superficial do planeta. Além disso, contém matéria organica viva que
podem sofrer modificacéo por interferentes antropicos (EMBRAPA, 2007). De acordo
com a nova definicdo, solos sdo camadas de material mineral e/ou organico que ao
longo dos anos séo submetidos a diversos processos fisicos, quimicos e/ou biolégicos
em ou proximo a superficie do planeta. Geralmente, contem em sua composicao:
liguidos, gases, biota e vegetacdo (ES, 2017). Além disso, sdo compostos por
incontaveis quantidades de minerais, matéria organica, agua da zona nao saturada e
saturada, ar e organismos Vvivos, que incluem plantas, bactérias, fungos, protozoarios,
invertebrados e outros animais (CETESB, 2012).

A classificacdo de um solo é baseada na avaliacdo de parametros fisicos,
guimicos e mineralégicos do perfil que o representam. Aspectos ambientais do local
tais como clima, vegetacdo, material originario, condicdes hidricas, caracteristicas
externas ao solo sdo também utilizadas (EMBRAPA, 2007).

No Brasil, quem classifica os tipos de solos € o Sistema Brasileiro de
Classificacdo de Solos (SiBCS). Devido a extensdo territorial do pais, ha uma
variedade de solos que € classificada de acordo com a tonalidade, granulacéo,
composicgéo e produgdo, etc (EMBRAPA, 2013). O Rio Grande do Sul apresenta uma
grande variedade de tipos de solo, sendo alguns deles denominados alissolos,
argissolos, chernossolos, gleissolos, discriminados com base no indice de drenagem,
teor de acidez, profundidade, presenca de material organico, etc. Essa variedade de
solos é consequéncia da complexidade da formacao geoldgica e da acdo climatica
existente (SPGG, 2017).

Algumas caracteristicas do solo, como por exemplo, textura, permeabilidade,
guantidade de matéria organica, podem promover a interacdo com compostos
organicos como o0s agrotoxicos. Além disso, as propriedades fisico-quimicas destes
compostos organicos também podem predizer se ha sorgcéo/dessorcdo no solo. No
entanto, a persisténcia dos agrotoxicos no solo depende ndo somente dessas
propriedades bem como da eficiéncia dos processos de retencédo, transformacéo e
transporte (RIBAS & MATSUMURA, 2009).
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2.3AGROTOXICOS

Desde a Revolucéo Verde, na década de 1950, novas tecnologias vém sendo
inseridas no processo tradicional de producdo agricola visando o aumento da
producdo de commodities agricolas. Durante o processo de producédo destaca-se o
uso extensivo de agrotéxicos (MMA, 2016). De acordo com a Lei Federal n® 7.802 de

11 de julho de 1989 agrotoéxico é definido por:

“Os produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, nas pastagens, na protecéo de florestas nativas ou plantadas
e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora e da fauna, a fim de preserva-las
da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento (BRASIL, 1989).

Os agrotoxicos podem ser divididos em:

- Agricolas, destinados ao uso nos setores de produ¢do, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens e nas florestas plantadas;

- Nao-agricolas, destinados ao uso na protecdo de florestas nativas, outros
ecossistemas ou de ambientes hidricos. E também destinados ao uso em ambientes
urbanos e industriais, domiciliares, publicos ou coletivos, ao tratamento de 4gua e ao
uso em campanhas de saude publica (MMA, 2018).

Quando aplicados, os agrotoxicos podem seguir diferentes caminhos como, se
dispersar, degradar ou acumular no meio ambiente (ar, solo e sistemas aquaticos),
bem como acumular-se nos seres vivos. O destino de agrotéxicos no ambiente é
conduzido por processos como retencdo (sorcdo, absorcdo), transformacéo
(degradacdo quimica e biolégica) e transporte (deriva, volatilizagéo, lixiviagdo e
carreamento superficial), e também por interacdes desses processos (SPADOTTO et
al., 2004). A dindmica desses compostos no meio ambiente depende da forma de uso
dos agrotoxicos, por exemplo, pé molhavel, concentrado emulsionavel, suspenséo
concentrada, etc. Além disso, as condi¢des e caracteristicas ambientais (temperatura,
radiagcéo solar, volume de chuva, intensidade dos ventos, tipo de vegetacao e solo), e

propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos (PINHEIRO et al., 2011; GOMES;
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CERDEIRA; SPADOTTO, 2013; PROTAS; MADAIL, 2003). Outro motivo diz respeito
a baixa eficacia da aplicagdo dos agrotoxicos sobre a cultura, uma vez que, apenas
parte do que € aplicado atinge o alvo esperado, enquanto a maior fragdo dispersa-se
no meio ambiente.

O comportamento dos agrotéxicos no meio ambiente é bastante complexo.
Quando um determinado agrotoxico é utilizado, independente do modo de aplicacao,
a probabilidade que este composto possui de atingir o solo e as 4guas (superficiais e
subterraneas) é alta. Além disso, as dispersdes por deriva (ocacionada pelos ventos)
e por lixiviagdo e escoamento superficial (ocacionado pelas chuvas) séao intensificados
por fendmenos naturais (BRASIL, 2018; KOHNE et al., 2009).

2.4 HISTORICO DO USO DE COMPOSTOS ORGANOESTANICOS

Os compostos organoestanicos tiveram origem na década de 1850 quando
Edward Frankland sintetizou o di-iodeto de dietilestanho e o tetraetilestanho. No
entanto, 0s organoestanicos nao tinham valor comercial, uma vez que, as
propriedades desses compostos ndo eram conhecidas, mantendo estes estudos
apenas sob cunho cientifico (COLE et al., 2015).

A primeira aplicacdo destes compostos ocorreu no século seguinte, em 1925,
através de uma patente onde séo descritos como possiveis “agentes anti-tracas”, fato
até entdo ndo constatado (GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003). Por volta
de 1940 o emprego dos compostos organoestanicos teve um grande destaque,
principalmente no que diz respeito a producao industrial de cloreto de polivinila (PVC).
Este polimero apresenta instabilidade sob acdo do calor ou da luz, sofrendo
degradacéao, descoloramento e enfraguecimento. Dessa forma, as propriedades
estabilizantes de alguns compostos organoestanicos que inibem este efeito foram
estudadas. Esta descoberta intensificou o emprego de compostos organoestanicos
nos Estados Unidos e na Europa (OLIVEIRA & SANTELLI, 2010).

A aplicacdo de organoestanicos com acao biocida surgiu de um estudo
realizado pelo Conselho Internacional de Pesquisas sobre Tintas, no Instituto de
Quimica Organica na cidade de Utrecht na Holanda por volta de 1950. Este estudo
consistia na potencial acdo desses compostos frente a fungos e bactérias, organismos

marinhos, vermes parasitas, caramujos aquaticos e insetos. A partir da descoberta de
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suas propriedades biocidas, os compostos trialquil e triarilestanicos ganharam
enfoque comercial. Além do uso como biocida, os compostos triorganoestanicos,
principalmente contendo tributilestanho (TBT), trifenilestanho (TPhT) e triciclo-
hexilestanho (TCyHT) eram utilizados como aditivos para a preservacao da madeira
e como anti-incrustrantes, e em menores casos como desinfetantes e tratamento
algicida em materiais de constru¢cao (HOCH, 2001).

No periodo de 1955 a 1992 houve uma grande producdo dos compostos
organoestanicos devido a ampla aplicacdo, chegando a 50.000 toneladas (HOCH,
2001). Estima-se que o0s organoestanicos sejam o0S organometalicos mais
empregados no mundo com um consumo registrado na faixa de 40 a 80 mil toneladas
por ano (COLE et al., 2015). O aumento significativo do uso destes compostos
organoestanicos facilitou a ocorréncia destes compostos em diversos ecossistemas
causando assim, a contaminac¢do do meio ambiente.

A preocupacao com a contamina¢ao por estes compostos esta atrelada as suas
propriedades teratogénicas. Estas propriedades podem causar disrup¢fes a funcéo
reprodutiva de mamiferos, bem como atuar como disruptores enddcrino,
hepatotoxinas, imunotoxinas e neurotoxinas (COLE et al., 2015). Além disso, a
hidrofobicidade dos compostos organoestanicos, ou seja, baixa afinidade pela agua,
tem sido de fato o principal parametro na bioconcentragdo no ambiente. Diversos
estudos mostraram que as microalgas sao capazes de adaptarem-se aos
organoestanicos acarretando no acumulo desses compostos quando proximas
aguelas que ocorrem em aguas naturais (GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA,
2003).

Diferentes estudos reportaram a presenca de TBT em agua (BIRJANDI et al.,
2008; SEGOVIA-MARTINEZ et al., 2010; SANO et al., 2010; NENG et al., 2014;
MOSCOSO-PEREZ et al., 2015) e em sedimento (WU; MESTER; PAWLISZYN, 2001;
BOWLES et al., 2004; BERTO et al., 2007; UVEGES et al., 2007; XIAO et al., 2008;
BRAVO et al.,, 2012). Este composto tem atraido maior atengdo da comunidade
cientifica, uma vez que, apresenta um alto efeito toxico a vida aquatica mesmo que
em niveis residuais devido a sua baixa solubilidade em agua (HOCH, 2001). O TBT
ainda é considerado um dos poluentes mais prejudiciais para os ecossistemas e saude
humana, sendo listado entre os poluentes prioritarios de legisla¢cées nacionais e das

convencoes internacionais (NOVENTA et al., 2015).
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Ainda, dentre esta classe de organoestanicos, tem 0s compostos
trifenilestanicos. Estes organoestanicos tem como férmula geral (CsHs)sSn-X, sendo
X um anion ou grupo aniénico, como, por exemplo, cloreto, hidréxido ou acetato
(Figura 1). Estes compostos séo hidrofébicos devido a presenca de substituintes de
hidrocarbonetos e, portanto, sua solubilidade em agua é relativamente pequena
(RUDEL, 2003). Em faixa de pH entre 6 e 8 as solubilidades do cloreto de
trifenilestanho em dgua é de aproximadamente 1 mg L a 25 °C (INABA; SHIRAISHI;
SOMA, 1995). No ambiente marinho, os trifenilestanicos podem ser hidrolisados em
hidroxido de trifenilestanho e nesta condicdo, os complexos de hidroxila neutros
representam mais de 93% dos residuos destes compostos na agua do mar (ARNOLD
et al., 1997; VELTMAN et al., 2006). Os valores dos coeficientes de particdo
octanol/dgua (log Kow) dos trifenilestanicos estéo entre 3 e 5, 0 que sugere que esses
compostos sejam potencialmente bioacumulaveis (TSUDA et al., 1990; WHO, 1999;
Yl et al., 2012).

Figura 1. Representacado da estrutura geral do trifenilestanho ((CsHs)3Sn-X), onde X é
um anion ou grupamento anionico. Fonte: WHO, 1999.
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O trifenilestanho apresenta também um alto poder biocida (HOCH, 2001). Por
esta razado, o acetato de trifenilestanho é usado como fungicida e algicida em adicao
as suas propriedades moluscicidas (WARE, 1993).

Devido a ampla aplicagdo dos compostos trifenilestanicos no meio ambiente,
estes podem ser detectados nos diversos compartimentos ambientais, como solo, ar
e aguas (superficiais e subterraneas). O trifenilestanho também pode atingir
ambientes aquéticos marinhos através da lixiviacdo de produtos anti-incrustantes
aplicados no casco de navios. Esta substancia pode ser biomagnificado de
fitoplancton e zooplancton para peixes. Apesar de uma possivel fotdlise dos

trifenilestanicos em agua e sedimentos, apresentam resisténcia a biotransformacéo
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(Yl etal., 2012). Os compostos trifenilestanicos utilizados na agricultura podem atingir
recursos hidricos superficiais atraveés da erosdo dos solos, escoamento superficial e
lixiviacao (Yl et al., 2012).

2.5USO DO COMPOSTO TRIFENILESTANHO NA AGRICULTURA

Alguns compostos organoestanicos como, por exemplo, os triaquilestanicos, nao
tém aplicabilidade na agricultura. Isso se d4, principalmente, devido a alta fitotoxidade,
ou seja, prejudicam o desenvolvimento da planta. Além disso, podem apresentar
efeitos toxicos em mamiferos. Por outro lado, os compostos trifenilestanicos,
apresentam baixa fitotoxidade e podem ser utilizados como fungicidas e moluscicidas.
Desde os anos 1960, diferentes formulacbes contendo estes compostos foram
empregadas na agricultura. A companhia Hoechst produziu a formulacdo Brestan®,
baseado em acetato de trifenilestanho. A empresa Philips Dufan introduziu no
mercado o Du-ter® baseado em hidréxido de trifenilestanho, que provou ser efetivo no
controle de fungos fitopatogénicos (GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003).

Os organoestanicos eram utilizados como fungicidas na prevencéao de doencas
em diferentes tipos de plantas como amendoim, nozes, café e cacau. Os
triorganoestanicos também podiam ser empregados como inseticidas contra moscas
domésticas, baratas, larvas de mosquitos e etc (THAYER, 1984). Os compostos
trifenilestanhos foram amplamente utilizados na agricultura como fungicidas na
producéo de batatas, beterraba acucareira, lUpulo e arroz e contra doencas flngicas
em algas e moluscos (Yl et al, 2012). Tanto o hidroxido de trifenilestanho como o
acetato de trifenilestanho eram usados no controle de fungos causadores de mancha
foliar em aipo, cenouras, cebolas, etc. (THAYER, 1984).

No Brasil, a formulacdo comercial Mertin® 400, que tem o hidroxido de
trifenilestanho como principio ativo (40% m/v), é registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) sob n° 03788200. Em sua bula o
produto é classificado como um fungicida e as instru¢bes de uso indicam a sua
aplicacdo para culturas de algodéo e feijao no tratamento de mancha de alternéria,
antracnose, mancha angular e ferrugem. O intervalo de seguranca para colheita apos
aplicacdo, por exemplo, € de 30 dias para algodao e 21 dias para feijao conforme

descricdo de bula. Esta formulacdo é classificada como muito perigosa ao meio
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ambiente (Classe Il), ou seja, altamente persistente, bioconcentravel e toéxica
(SYNGENTA, 2017).

Conforme reportado na bula do produto, o principio ativo atua sobre o sistema
nervoso central do ser humano. Embora o mecanismo exato ndo seja totalmente
conhecido, o produto causa a inibicdo da fosforilizacdo oxidativa e aumenta a
permeabilidade da membrana mitocondrial para os ions de K*, Na*, Cl, maleato,
citrato e fumarato. A intoxicagéo aguda por trifenilestanho pode causar letargia, perda
da mobilidade, diarréia moderada e anorexia, fraqueza generalizada, depresséo e
ainda paralisia dos membros. Ainda, pode ser fatal se ingerido ou inalado, provocar
lesBes oculares graves, irritacdo a pele e as vias respiratorias. Além de ser um
composto potencialmente carcinogénico (SYNGENTA, 2017).

As concentracdes atuais de trifenilestanho no meio ambiente representariam um
risco minimo para os seres humanos. Entretanto h& incertezas significativas na
avaliagdo de riscos para humanos devido a limitagdes em ambas as estimativas de
exposicao e previsédo de limiares para efeitos desta avaliacao (Yl et al., 2012).

No sul do Brasil, uma grande praga para a cultura de arroz pré-germinado é o
caramujo P. canaliculata (Figura 2), juntamente com outras espécies nocivas de
gastropodes, como Physella acuta, Physa marmorata, Biomphalaria tenagophila,
Biomphalaria peregrine. A dgua das zonas humidas, usada para irrigacao, e as épocas
de grande precipitacdo permitem que esses caramujos invadam as plantacdes de
arroz e se alimentam de sementes de arroz que estéo brotando, resultando em danos
extensivos nas culturas (DE BRITO & JOSHI, 2016). Um dos moluscicidas conhecidos
para o controle deste tipo de praga € o trifenilestanho (WARE, 1993).

Figura 2. Caramujo Pomacea canaliculata.

Fonte: http://applesnail.net/content/species/pomacea_canaliculata.htm
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Como o0s compostos organoestanicos sdo conhecidos como disruptores
endocrinos de organismos aquaticos a presenca de residuos de trifenilestanho, por
exemplo, tem sido associada a ocorréncia de imposex em organismos aguaticos
desde meados da década de 1990. Este efeito se caracteriza pelo desenvolvimento
de canal deferente e pénis em fémeas de caramujos (Yl et al., 2012).

Por este motivo, em 2017, a Justi¢ca do estado do Rio Grande do Sul, determinou
a proibicdo da venda do produto comercial Mertin® 400 com multa de 1 milhdo de de
reais ao més em casos comprovados de uso do agrotdoxico em lavouras de arroz
irrigado. O risco é de que, devido a alta persisténcia do trifenilestanho no meio
ambiente, o produto possa contaminar a bacia hidrografica do Rio Jacui, uma das
mais importantes do estado (BRASIL, 2017).

2.5.1 Bacia hidrografica do Rio Jacui

A bacia hidrogréafica do rio Jacui tem area de 71.600 km?. O rio Jacui tem a sua
nascente no Planalto Médio, nos municipios de Passo Fundo e Marau. Ao longo de
toda sua extensdo destaca-se 0 uso intensivo do solo para agricultura e pecuaria.
Ainda, é utilizado para geracdo de energia hos municipios de Ernestina, Passo Real,
Salto do Jacui, Itaiba e Dona Francisca onde estéo instaladas usinas hidroelétricas.
Na area de drenagem da bacia do Jacui encontram-se aglomeracfes urbanas de
porte significativo, destacando-se as cidades de Santa Maria (face leste), Cachoeira
do Sul, Rio Pardo, Sdo Jerdnimo, Triunfo, Caxias do Sul (face norte drena para o rio
das Antas), Bento Goncalves (drena para o rio das Antas), Lajeado (rio Taquari),
Estrela (rio Taquari) e Taquari (rio Taquari). Na area norte do rio Jacui predominam
as culturas intensivas de soja e trigo, através do sistema de cultura rotativa. Na area
sul, além destas culturas, o cultivo do arroz e a pecuaria sédo atividades que se
destacam (FEPAM, 2018).

Dentre os afluentes da bacia hidrogréafica do Alto Jacui esta o rio Soturno. O Rio
Soturno é afluente da margem direita do Rio Jacui, localizado na regido central do
estado do Rio Grande do Sul. A Sub-Bacia Hidrogréafica do Rio Soturno drena parte
dos municipios de Dona Francisca, Sdo Jodo do Polésine, Faxinal do Soturno, Ivora,
Silveira Martins, Restinga Seca, Nova Palma e Julio de Castilhos. Na regido sudeste

da cidade de Dona Francisca, o rio Soturno desemboca na margem direita do rio Jacui



29

onde é conduzido até a Bacia Hidrografica do Guaiba. Ao longo da bacia do rio
Soturno ha extensas areas de cultivo do arroz irrigado nesta regido que se beneficiam
das aguas dessa bacia. Problemas com estiagem tém sido crescentes nesta Sub-
Bacia, 0 que acaba afetando a quantidade e qualidade das aguas superficiais e
subterraneas (FILHO, 2007; ALBERTI, 2015). A demanda de agua para irrigacéo de
lavouras de arroz, no periodo de novembro a abril, € de cerca de 140.000 m3 s para
suprir uma é&rea plantada de cerca de 78 mil hectares. Além disso, a exploracdo
negligente do solo agricola associada a aplicacéo indiscriminada de agrotoxicos leva

a degradacéao da qualidade ambiental nesta bacia. (FEPAM, 2018).

2.6RESIDUOS DE COMPOSTOS ORGANOESTANICOS EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

Nos Ultimos anos houve um aumento nas preocupacdes com 0S recursos
hidricos naturais, principalmente aqueles potencialmente utilizados pelas populacées
para o seu abastecimento (NETO; SARCINELLI, 2009). Sendo assim é de extrema
importancia a existéncia de instrumentos de gestdo ambiental que induzam a
modificagdo do comportamento dos diversos usuarios de recursos hidricos de forma
a racionalizar o consumo e controlar possiveis contamina¢cdes (DEMAJOROVIC;
CARUSO; JACOBI, 2015).

No Brasil a Politica Nacional de Recursos Hidricos (PNRH) criou o Sistema
Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos (SINGREH) através da Lei n°
9.433/97 também conhecida como Lei das Aguas. Dentre outras, o documento tem
por finalidade assegurar as futuras geracdes a disponibilidade de agua, em padrdes
de qualidade adequados aos respectivos usos e garantir a protecdo dos recursos
hidricos (BRASIL, 1997).

No ano de 2005 foi criada a Resolucdo 357 do Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA), que classifica corpos d’agua e também dispbe de diretrizes
ambientais para o0 seu enquadramento. Este enquadramento tem por finalidade
garantir as dguas os parametros de qualidade compativeis com o0s usos de maior
exigéncia a que foram destinadas. Além de diminuir custos de combate a poluigéo das

aguas, por meio de acbes permanentes. Dentre os diversos parametros que sao
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utilizados no enquadramento dos corpos hidricos, alguns agrotoxicos também
possuem limites méximos de concentracdo estabelecidos (BRASIL, 2005).

Outra ferramenta é a Portaria de Consolidagéo n° 5, de 28 de setembro de 2017,
Anexo XX. Esta portaria inclui a Portaria n° 2.914 de dezembro de 2011, publicada
pelo Ministério da Saude, e ainda dispde sobre os procedimentos de controle e de
vigilancia da qualidade da agua para o consumo humano e seu padrdo de
potabilidade. No anexo 7 do anexo XX sdo exigidas analises de 27 parametros
referentes a residuos de agrotoxicos por parte dos responsaveis pelo abastecimento
publico de agua (BRASIL, 2017).

No Estado do Rio Grande do Sul, a Secretaria Estadual da Saude (SES)
elaborou e publicou em 2014 a Portaria SES RS 320. Esta portaria estadual
acrescenta parametros adicionais de agrotoxicos, ou seja, 46 compostos a exigéncia
de analises dos responsaveis pelo abastecimento publico no controle e vigilancia da
qualidade da 4gua para consumo humano no RS. Entretanto, é importante salientar
gue nenhuma das ferramentas de garantia da potabilidade da &gua destinada ao
consumo humano leva em consideracao a concentracao de residuos de trifenilestanho
(SES, 2014).

Por outro lado, a Unido Europeia de acordo com a Diretiva 98/83 CE estabeleceu
o valor de 0,1 ug Lt como concentracdo maxima permitida para qualquer agrotéxico
individualmente e de 0,5 ug L para o total de agrotdxicos em aguas destinadas para
o consumo humano (UNIAO EUROPEIA, 1998). O monitoramento das concentracdes
de agrotdxicos nas aguas é um passo necessario para a avaliagdo dos riscos destes
poluentes no meio ambiente, e atualmente, € uma exigéncia dos mercados nacional
e internacional da legislacdo ambiental.

No que diz respeito a concentracdo maxima de residuos de trifenilestanho em
solo trabalhos na literatura tem sido publicados. No entanto, ndo hé diretrizes ditando
a quantidade maxima deste poluente em solo. As ocorréncias de residuos de
agrotoxicos no solo indicam a aplicacédo desses compostos em dada cultura. Assim, o
monitoramento de residuos de TPhT em solo € necessario a fim de rastrear se houve
aplicacdo desse agrotoxico. Dessa forma, o desenvolvimento de métodos capazes de
determinar esses residuos de TPhT em matrizes como agua e solo facilitardo a

rastreabilidade de aplicacéo ilegal no RS desse composto.
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2.7METODOS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO

Diversos métodos foram descritos na literatura ao longo dos anos onde
determinaram residuos de compostos organoestanicos, como o trifenilestanho em
matrizes complexas.

TOLOSA et al. (1996) desenvolveram um método para determinacdo de
butilestanhos (MBT, DBT, TBT) e fenilestanhos (MPhT, DPhT, TPhT) em amostras de
agua do mar. Previamente, ajustou-se o pH das amostras para 5 utilizando um tampéo
acetato. Em seguida empregou-se uma LLE com diclorometano simultaneamente a
etapa de derivatizacdo com NaBEts sob agitacdo vigorosa. O extrato foi entéo
colocado no rotaevaporador com hexano, onde posteriormente o mesmo foi seco com
sulfato de sédio anidro. Por fim, aplicou-se um fluxo suave de nitrogénio para reducéo
do volume e concentracdo do extrato. Para a andlise dos compostos empregou-se a
GC-MS. Os LODs do método variaram entre 0,5 e 1,4 ng L** com recuperagdes entre
79 e 105% e RSDs <10% para todos 0s compostos.

MIZUISHI et al. (1998) determinaram TBT, TPhT em amostras de agua do mar
empregando a GC-MS. Utilizou-se a técnica LLE no preparo de amostra, onde uma
mistura de metanol e acetato de etila em meio &cido foi utilizada para a extragdo dos
compostos. A fase organica foi entdo retirada e passou por uma coluna de florisil e
sulfato de sédio anidro para a concentracdo dos compostos. Posteriormente eluiu-se
com uma mistura de hexano/acetato de etila (75:25, v/v) acidificada 1% (v/v) com
acido acético e foi injetado no sistema cromatografico. Os LODs do método foram 0,10
ng Lt para TBT e 0,13 ng L! para TPhT. As recuperacdes do método foram de 98 e
93% para TBT e TPhT, respectivamente, com RSD de 4% e 7% para TBT e TPhT,
respectivamente.

AGUERRE e colaboradores (2000) empregaram a SPME para especiagao de
compostos organoestanicos em agua, sendo eles o TBT e seus metabdlitos DBT e
MBT como também o TPhT, o DPhT e o MPhT. No preparo de amostra acidificou-se
as mesmas a pH 2 com &cido nitrico e utilizou-se o NaBEts para derivatizacdo dos
compostos. Apoés, extraiu-se 0os compostos empregando SPME no modo direto
utilizando uma fibra de silica. Posteriormente a fibra foi colocada diretamente no
sistema de cromatografia gasosa com detecc¢éo por fotometria em chama (GC-FPD),

utilizando o gas hélio como gas de arraste. O método apresentou LODs de 0,006-



32

0,031 ng L para os butilestanhos e 0,2-0,6 ng L para os fenilestanhos com RSD
<20%.

NDUNGU et al. (2000) combinaram a extracao liquido-liquido com extracao
liquido-liquido com membrana microporosa (MMLLE) e GC-MS para determinacéo de
compostos organoestanicos (MBT, DBT, TBT, TeBT, DPhT, TeET eTPhT) em
amostras de 4gua. A amostra passou pela etapa de derivatizacdo com NaBEtsa pH 5
sob agitacdo constante por 5 minutos. A fase organica da mistura foi coletada e
introduzida no sistema para analise dos compostos. Os LODs do método variaram
entre 13 a 265 ng L para os analitos estudados.

GONZALEZ-TOLEDO et al. (2002) empregaram a SPE para extracdo de TBT
e TPhT em &gua e posterior analise por LC-MS. Previamente as amostras foram
acidificadas a pH 2 com HCI antes da analise. Utilizou-se cartuchos C18
condicionados com metanol seguidos de agua a pH 2. Percolou-se 250 mL de amostra
e a eluicdo foi realizada utilizando-se 2 mL de fase mével empregada na analise. A
separacdo dos compostos foi realizada no modo isocratico empregando uma coluna
Cis e uma fase modvel contendo 0.02% acido trifluoroacético em acetonitrila-agua
(50:50, v/v). As recuperacdes do método variaram entre 80 e 110% com RSD <6%.
Os limites de deteccao alcangados foram 5 pg L™ para TPhTe 10 pug L para TBT.

IKONOMOU et al. (2002) desenvolveram um método para determinagdo de
nove compostos organoestanicos empregando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucéo (GC-HRMS) em 4gua, sedimento e tecido
de mexilhdo. Os compostos analisados foram o MBT, DBT, TBT, TeBT, MPhT, DPhT,
TPhT, diciclo-hexilestanho (DCyHT) e (TCyHT) O preparo das amostras de agua
consistiu no ajuste do pH a 4,5 seguida de extracdo dos compostos com hexano em
conjunto a derivatizacdo com NaBEts. Para as amostras de sedimento e tecido
adicionou-se hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) para quebra de lipidios. Em
seguida ajustou o pH a 4,5 e extraiu-se 0s compostos com uma mistura de dietileter e
hexano em conjunto a derivatizagdo com NaBTa4. Os extratos foram evaporados para
concentrar 0s mesmos e injetou-se no sistema cromatografico. Os limites de deteccéo
do método foram entre 7 e 29 ng L para 4gua e 0,35 a 1,45 ug L para tecido e
sedimento.

WANG et al. (2006) empregaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo no ultravioleta (HPLC-UV) para determinagdo de TBT, TPhT,
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tetrafenilestanho (TePhT), trietilestanho (TET) e tetraetilestanho (TeET) em amostras
de farinha. O preparo de amostra foi realizado pela extragéo assistida por micro-ondas
com uma mistura de hexano-acido acético (80/20, v/v). A separacdo dos
organoestanicos foi realizada no modo isocratico utilizando uma coluna com fase
reversa cianopropil e fase mével de hexano-acetonitrila-trihidrofurano (97:1:2, v/iv).
Assim, o0 método obteve recuperacdes na faixa de 88 a 101% com RSD entre 3 e 8%.
Os LODs obtidos foram 0,95; 0,46; 0,97; 0,75 e 0,96 mg L para TBT, TPhT, TePhT,
TET e TrET, respectivamente.

BRAVO et al. (2005) determinaram MBT, DBT, TBT, MPhT, DPhT, TPhT, MOT
e DOT em amostras de 4gua e sedimento. As amostras de sedimento foram extraidas
com acido acético glacial sob agitacdo constante durante 12 horas. Empregou-se a
HS-SPME e a GC-PFPD para a determinacéo dos analitos. Os LODs obtidos variaram
entre 0,003 e 0,73 ng L' com RSDs < 20%.

HEROULT et al. (2008) desenvolveram um método para determinar residuos
de butilestanhos (MBT, DBT, TBT), fenilestanhos (MPhT, DPhT, TPhT) e octilestanhos
(MOM, DOT, TOT) em amostras de solo empregando a cromatografia gasosa com
deteccéo fotométrica de chama pulsada (GC-PFPD). Uma extracéo sélido-liquido com
acido acético foi aplicada a amostra durante 15 horas com agitacdo mecéanica no
escuro. Por fim, o sobrenadante foi centrifugado a 4000 rpm durante 15 min. Os LODs
e limites de quantificacdo (LOQ) do método variaram entre 5e 7 ug kg'e 7 e 12 ug
kgl, respectivamente. As recuperacgées para 0s compostos avaliados variaram entre
95-109% com RSDs <16%.

BIRJANDI et al. (2008) especiaram compostos butilestanicos (MBT, DBT, TBT),
e fenilestanicos (MPhT, DPhT, TPhT) em amostras de agua. A DLLME foi utilizada no
preparo da amostra para aumentar o fator de concentracdo do método. Ajustou-se
previamente o pH das amostras para 5 com 500 pL do tampao acido acético-acetato
de sdédio (1 mol L1). Uma derivatizacdo com NaBEts foi necessaria para tornar os
compostos volateis e possiveis de serem analisados por GC. O solvente utilizado foi
uma mistura de etanol/tetracloreto de carbono como solvente dispersor e extrator,
respectivamente. A determinacdo dos organoestanicos foi realizada por GC-FPD. O
alto fator de concentracdo proporcionado pela técnica DLLME explica os baixos
valores de LODs, os quais variaram entre 0,2 e 1 ng L*. Os valores de recuperacao

obtidos estiveram na faixa de 82 a 105% com RSD entre 2 e 6%.
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ZULIANI et al. (2008) determinaram MBT, DBT, TBT, MPhT, DPhT, TPhT,
MOT, DOT, TOT em amostras de lodo de esgoto. O preparo de amostras consistiu
em uma extragao utilizando acido acético sob agitacdo mecéanica. O sobrenadante foi
centrifugado e entéo levado a etapa de derivatizacao. Utilizou-se NaBEts como agente
derivatizante simultaneamente a extracdo dos compostos com iso-octano em pH 4,8.
A mistura foi agitada e parte do extrato foi introduzido no sistema cromatografico. Os
compostos foram analisados por GC-PFPD. Os LODs e 0os LOQs do método variaram
entre 5,1 e 16,3 pug kg™' e 11,4 e 37,1 ug kg™, respectivamente para todos os
compostos avaliados. As recuperagdoes variaram entre 84 e 115% com RSD <20%.

EVANS et al. (2009) determinaram MMT, DMT, MBT, DBT, TBT, MPhT, DPhT,
TPhT e triciclo-hexilestanho (TCyHT) em amostras de agua. O preparo da amostra
consistiu em uma extracao liquido-liquido com hexano a pH 5 em conjunto com o
derivatizante NaBEts. O extrato apos remogéao da fase aquosa foi seco com sulfato de
sédio (Na2S0a4). Um sistema GC-PFPD foi empregado para a determinacdo dos
compostos em estudo. O método proposto obteve LODs na faixa de 0,19 a 0,30 ng
L~" com recuperacdes entre 80 e 124% com RSD <6%.

ZULIANI et al. (2010) determinaram MBT, DBT, TBT, MPhT, DPhT, TPhT,
MOT, DOT, TOT em amostras de lodo de esgoto. A extragcdo dos compostos foi
empregando UAE utilizando acido acético glacial como extrator durante 30 min. A
agitacdo manual obteve valores de LOD, recuperacdo e RSD semelhantes a UAE
porém o tempo de extracdo foi de 16 horas. Para a quantificacdo dos compostos
utilizou-se um GC-MS com gas hélio como gas de arraste. Os LODs do método
variaram entre 7 e 43 ug kg~ para todos os compostos avaliados com recuperagées
entre 92 e 100% com RSDs <7%.

SANO et al. (2010) avaliaram a aplicacdo da cromatografia a liquido de
interacao hidrofilica (HILIC) acoplada a espectrometria de massas para determinagéo
de TBT e TPhT em amostras de agua do mar. A separacdo dos compostos foi
realizada no modo isocratico empregando uma coluna Atlantis HILIC silica e uma fase
movel de acetonitrila-dgua 0,1% &cido férmico (86:14, v/v). Para a extracdo dos
compostos empregou-se a SPE com cartuchos WAX, de troca anibnica fraca. A
eluicdo dos triorganoestanicos foi realizada com uma mistura de diclorometano e

acetonitrila (1:1, v/v). Posteriormente evaporou-se com nitrogénio (N2) e reconstituiu-
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se com acetonitrila-agua (9:1, v/v). Os LODs alcancados foram 5 pg L para ambos
0s compostos com RSD <6%.

SEGOVIA-MARTINEZ et al. (2010) empregaram a SPME e GC-MS para
determinacdo de TET, TBT, DPhT, TPhT em amostras de agua. A extracdo com
SPME foi realizada no modo headspace onde a amostra foi adicionada no sistema
junto a um tampao acido acético/acetato de sodio para ajuste do pH a 5 e ao agente
derivatizante NaBEts. Ap6s o periodo de extracdo a fibra foi introduzida no sistema
cromatografico. Os LODs obtidos com o método foram 0,025 ng L para TBT e DPhT,
0,5ng L para TPhT e 1 ng L para TET com RSDs <20% para todos 0s compostos
estudados.

CAMPILLO et al. (2012) empregaram a SPME para especiagédo de compostos
organoestanicos em amostras de mel e vinho. Os compostos analisados foram o MBT,
DBT, TBT, monofenilestanho (MPhT), difenilestanho (DPhT), trifenilestanho (TPhT) e
o febutanestanho (FBT) utilizando a GC-MS e a cromatografia a gas com deteccdo
por emissdo atdbmica (GC-AED). Os LODs dos compostos utilizando a GC-MS
estiveram na faixa de 0,3 a 4,3 ng kg* para mel e de 0,1 a 2,0 ng kg para vinho. Ja
os LDs utilizando a GC-AED estiveram na faixa de 2,0 a 22 ng kg para mel e de 0,5
a 11,1 ng kg* para vinho. O desvio padréo relativo (RSD) para ambas as técnicas foi
menor que 12%.

BRAVO et al. (2012) determinaram mono-, di- e trimetilestanho (MMT, DMT,
TMT), além do MBT, DBT, TBT, MPhT, DPhT e TPhT em amostras de 4gua do mar e
sedimento. O preparo das amostras de sedimento consistiu em uma extracdo com
acido acético, seguida de derivatizacdo em meio acido com NaBEts. Uma fibra de
SPME foi utilizada para extracdo dos compostos no modo headspace para posterior
insercao no sistema cromatografico. Ja para as amostras de agua ajustou-se o pH a
2 e entdo introduziu-se no meio reacional para derivatizacdo e extracdo dos
compostos com uma fibra de carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS). O sistema
empregado para andlise dos analitos em estudo foi um GC-PFPD. Os LODs e LOQs
obtidos para todos os compostos variaram entre 0,02 e 0,13 ngL*e 0,07e 0,43 ng L"
1, respectivamente.

MALIK et al. (2013) determinaram DBT, TBT, DPhT, TPhT em &gua
empregando para a determinacao a eletroforese capilar acoplada a espectrometria de

massas com tempo de voo (CE-TOF-MS). O preparo de amostra foi realizado
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empregando SPE com adsorvente do tipo strata C18. As amostras foram acidificadas
a pH 2, filtradas e percoladas posteriormente. A eluicdo dos compostos foi realizada
com tampé&o de acetato de amonio e acido acético (50 mmol L't e 1 mmol L'1) em uma
mistura de acetonitrila:metanol (80:20). Os LODs do método foram 3,2; 1,8; 0,94 e
0,46 pg L' para DBT, TBT, DPhT e TPhT, respetivamente. As recuperacoes
apresentaram valores na faixa de 44 a 77% com RDS <16% para todos 0os compostos.

VALENZUELA et al. (2014) desenvolveram um método empregando a HS-
SPME e a GC-PFPD para determinacdo de compostos organoestanicos em amostras
de urina humana. Os analitos avaliados neste estudo foram os metilestanhos (MMT,
DMT, TMT), os butilestanhos (MBT, DBT, TBT) os fenilestanhos (MPhT, DPhT, TPhT)
e os octilestanhos (MOT, DOT). Para o preparo da amostra, uma aliquota de urina foi
introduzida diretamente no frasco de derivatizacdo. Em seguida, adicinou-se um
tampdo acido acético/acetato para manter o pH em 4,8 e também NaBEts como agente
derivatizante. Apos agitagéo, a fibra foi exposta a amostra e posteriormente inserida
no sistema cromatogréfico para a determinacéo dos compostos. Os LODs do método
variaram entre 0,5 e 4,9 ng L™ com recuperagdes entre 87 e 104% e RSDs <7% para
todos os compostos.

COSCOLLA et al. (2014) desenvolveram um método para determinagédo de
MBT, DBT, TBT, MPhT, DPhT e TPhT em amostras de 4gua. Um tampao &cido
acético/acetato de soédio com pH 5,3 foi previamente adicionado as amostras. O
método foi baseado na derivatizagdo com NaBEts e microextracdo simultanea dos
compostos derivados (HS-SPME) seguidos de determinagcdo por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas em série (GC-MS/MS). Os limites de
guantificacdo obtidos pelo método desenvolvido foram 1 pg L para TBT, MPhT e
TPhT, e 2 ug L para MBT, DBT e DPhT. As recuperacgées estiveram na faixa de 70
a 130% e RSD entre 1-25%.

LEVINE et al. (2015) desenvolveram e validaram um método para
determinacdo de MBT, DBT, TBT, MPhT, DPhT e TPhT em soro humano. Este método
nao realizou um preparo de amostra para a matriz em estudo. Para a determinagao
dos analitos empregou-se a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (UHPLC-ICP-MS). A
fase movel utilizada foi 65% MeOH, 29% H20, 5,5% HAc, 0,5% trietilamina (EtsN) e
0,075% tropolona. Os LODs do método foram 0,350 pg L para MPhT, 0,500 pg L*
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para MBT, 0,300 ug L para TPhT e 0,250 ug Lt para DPhT, DBT e TBT com RSDs
<9% para todos 0s compostos.

GUI et al. (2016) determinaram TPhT, azocicloestanho (ACT) e FBT em
amostras de solo e sedimento empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de masssas com plasma indutivamente acoplado (HPLC-
ICP-MS). As amostras foram extraidas com diclorometano seguidas de uma
evaporacdo do sobrenadante com fluxo de N2 e redissolugdo em metanol. A fase
movel utilizada no sistema foi uma mistura de acetonitrila e metanol (1:1). Os limites
de deteccdo do método foram 0,13 pg L' para os compostos em estudo. As
recuperacdes obtidas estiveram na faixa de 74 a 120%.

As diversas metodologias desenvolvidas ao longo do tempo para determinacao
de residuos de trifenilestanho mostram um crescimento em termos cientificos. Isto se
da pela busca por alternativas a cromatografia gasosa que sejam capazes de suprir
esta demanda quando se deseja evitar a derivatizagdo dos compostos. Com base nos
trabalhos publicados na literatura, ainda € possivel constatar a tendéncia por técnicas
gue aumentem o fator de concentracdo do método para se obter melhores LODs e
LOQs consequentemente. Devido ao aparecimento de residuos desses compostos
em agua e solo é de grande importancia 0 monitoramento desses compostos nestas
matrizes. Para isto, métodos confiaveis capazes de determinar esses compostos que
empreguem a cromatografia liquida necessitam ser desenvolvidos a fim de suprir essa

demanda.

2.8VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS E PARAMETROS DE VALIDACAO

Uma avaliacdo denominada de validacao deve ser realizada para comprovar a
confiabilidade, rastreabilidade, comparabilidade e capacidade de gerar informacgdes
confiaveis e interpretaveis de um método analitico sobre uma determinada amostra
(ZANELLA et al., 2015). O objetivo da validacdo € demostrar que determinado
procedimento analitico atende os parametros de desempenho e a critérios de
aceitacdo recomendados por normas que regulamentam a validagdo de métodos
analiticos (BRASIL, 2011). A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 define que os
laboratorios devem confirmar que tém condicdes de operar adequadamente 0s

métodos normalizados antes da implantagdo dos ensaios (ABNT, 2017).
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No Brasil, existem guias que auxiliam no processo de validacdo de um método
analitico, como por exemplo, o guia publicado em 2003 pela ANVISA (“Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos”). Além disso, em 2016 o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacédo e Qualidade Industrial (INMETRO), publicou o
documento “orientacdo sobre validacdo de métodos analiticos (DOQ-CGCRE-008,
revisdo 05). Alguns o6rgdos internacionais também dispéem de guias como, por
exemplo, o Guia de Controle de Qualidade Analitica (SANTE, 2017) cujo o objetivo foi
publicar um guia direcionado para a determinacdo de agrotoxicos em alimentos e
servir de apoio a implementacéo do sistema ISO/IEC 17025:2017.

Na validacdo de métodos cromatograficos para analise de residuos de
agrotoxicos devem ser avaliados os parametros: seletividade, faixa de trabalho,
precisao, exatiddo, limite de deteccao e limite de quantificacdo (INMETRO, 2016;
SANTE, 2017).

2.8.1 Seletividade (ou especificidade)

Seletividade € a habilidade que o método possui para determinar, de forma
inequivoca, o analito de interesse na presenca de componentes de matriz, outros
analitos ou potenciais interferentes. A seletividade assegura que o pico cromatografico
obtido seja unicamente do analito de interesse (INMETRO, 2016; SANTE, 2017).

2.8.2 Linearidade, curva analitica e faixa de trabalho

A linearidade é definida como o intervalo entre os niveis superior e inferior da
concentracdo entre as quais a resposta do detector é proporcional a quantidade do
analito e no qual € possivel determinar a concentracdo com precisdo e exatiddo
(ROZET et al., 2007). A faixa de trabalho linear deve incluir a faixa de aplicacao para
a qual o ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve,
sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2016;
ZANELLA et al., 2015).
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2.8.3 Preciséo (Preciséo Intermediaria)

Neste parametro, avalia-se o grau de concordancia entre os resultados
analiticos independentes obtidos através da aplicacdo do método experimental,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicdes
definidas. A precisao € usualmente expressa pela estimativa de desvio padréo (s) ou
estimativa do desvio padrao relativo (RSD). A precisdo pode ser expressa em termos
de repetibilidade, reprodutibilidade (preciséo interlaboratorial) e precisdo intermediaria
(SANTE, 2017; INMETRO, 2016).

2.8.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. As
principais formas normalmente utilizadas para determinar a exatiddo sdo a
determinacdo da concentracdo do analito em um material de referéncia especifico e
comparado o resultado com o valor certificado; a porcentagem de recuperacao do
analito extraido de uma matriz branco fortificada com concentracdo analitica
conhecida; a comparacao entre os resultados do método em fase de validacdo com
um método de referéncia; e, a determinacdo da concentracao analitica na amostra por
meio da técnica de adicdo de padrdao (SANTE, 2017; INMETRO, 2016; ZANELLA et
al., 2015).

2.8.5 Limite de Deteccédo (LOD) e Limite de Quantificacao (LOQ)

O limite de deteccéo (LOD) é a menor concentracdo de analito em uma amostra
que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada. O limite de
guantificacédo (LOQ) representa a menor concentracdo da substancia em analise que
pode ser medida com precisdo e exatidastes to adequadas, utilizando um determinado
procedimento experimental. Tanto o LOD, quanto o LOQ sao, geralmente, expressos
em unidades de concentracdo. Nas técnicas cromatograficas, o LOD é considerado a
concentracdo de analito ou de massa que produz um pico com uma altura, pelo

menos, 3 vezes maior do que o nivel de ruido da linha de base, também expressa
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como sinal/ruido (S/N). Para estimar o LOQ ¢é escolhida a concentracdo que produz
uma relagdo sinal-ruido superior a 10 (S/R = 10) (INMETRO, 2016; ZANELLA et al.,
2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (DQ/UFSM). O desenvolvimento experimental deste trabalho consistiu na
otimizacao e validacdo de métodos para a extracao e determinacéo de residuos de
trifenilestanho em amostras de agua e solo.

O preparo de amostras de agua empregou-se a técnica de SPE e o método
QUEChERS para as amostras de solo, buscando as melhores condi¢cbes para
extracdo do analito em estudo. A determinacédo do TPhT foi realizada por LC-MS/MS
e foram avaliados os seguintes paradmetros analiticos: seletividade, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao, limite de deteccdo e
quantificacdo, bem como, o efeito matriz. Posteriormente, o método foi aplicado em
amostras de diferentes pontos da bacia hidrografica do rio Soturno, localizado na

regido central do estado do Rio Grande do Sul.

3.1INSTRUMENTACAO

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram:
Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, EUA);
Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Balanca analitica modelo APX-200 (Denver Instruments Ltda, Brasil);

Micropepitadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);

AN N N N N

PHmetro modelo pH 500 serie Cole Parmer equipado com eletrodo de vidro
combinado (Vernon Hills, EUA);

<\

Sistema LC-MS/MS: Cromatografo a Liquido Varian 320-MS, equipado com:

» Analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (TQ), utilizando o modo de
ionizacdo por eletronebulizagdo, com bomba binaria e controlador de
temperatura da (Varian, EUA);

= Amostrador automatico ProStar 410, bomba quaternaria 212-LC, forno para
coluna e sistema de desgaseificacdo (Varian, EUA);

= Coluna analitica Pursuit XRS Cis ultra (100 x 2,0 mm d.i) e 2,8 um de
tamanho de particula (Wexford, Irlanda);
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= Sistema de aquisicdo de dados através do Software MS Workstation
Version 6.9.2 (Varian, EUA);

= Sistema gerador de nitrogénio LC/MS 12/2 (Domnick Hunter, Inglaterra)

3.2REAGENTES, SOLVENTES E MATERIAIS UTILIZADOS

v

N N N N N N N N N N N N N N NN

NN N N N RN

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3® (resistividade de 18,2
MQ cm);

Metanol grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich, EUA)

Acido acético glacial (J.T. Baker, EUA);

Acido férmico 98% (Sigma-Aldrich, EUA);

Acido fosférico P.A. 85% (Merck, Brasil);

Sulfato de magnésio anidro (Scharlau, Espanha);

Acetato de sodio anidro (J.T. Baker, EUA);

Hexano grau HPLC (Honeywell, EUA);

Acetona grau HPLC (Tedia, Brasil);

Hidréxido de sddio p.a. (Merck, Alemanha);

Cloreto de Sédio p.a. (J.T. Baker, EUA);

Sorvente Bondesil PSA com d.p. de 40 um (Agilent Technologies, EUA);
Sorvente Bondesil C18 com d.p. de 40 um (Agilent Technologies, EUA);
Formiato de amdnio 99% (Sigma-Aldrich, EUA);

Extran® neutro e alcalino (Merck, Brasil);

Padréo sélido de acetato de trifenilestanho (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);
Cartucho SPE Strata C18-E (500 mg/3mL) (Phenomenex, EUA);

Tubos de polipropileno, com tampas de rosca com capacidade de 50 e 15 mL
(Sarstedt, Alemanha);

Microtubo, tipo eppendorff, capacidade 2 mL (Axygen Scientific, EUA);
Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent Technologies, EUA);
Seringas de volume de 50, 100 e 1000 pL (Hamilton, Suica);

Membrana de filtragdo com 0,45 um de porosidade (Agilent Technologies, EUA);
Bomba a vacuo modelo TE-058 (Tecnal, Brasil);

Manifold Vac Elut 20 (Agilent, EUA);
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v' Centrifuga refrigerada, modelo NT-825 (Novatecnica, Brasil);
v" Filtros de seringa politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilico de 0,22 um (Nova
Analitica, Brasil);

v" Vidraria comum de laboratério analitico.

3.3ESCOLHA DO PADRAO DE CONTROLE E DO PADRAO INTERNO

O uso de padrao de controle (PC) e de padréo interno (PI) tem por finalidade
assegurar a execucao de forma correta ao longo do procedimento de extracao e
também da analise no sistema cromatografico, respectivamente. Bem como, melhorar
a robustez de métodos e verificar possiveis fontes de erros capazes de impactar os
resultados da analise. Estes padrfes sdo adicionados em diferentes etapas do
procedimento analitico, anterior a extracdo ou no extrato final anterior a injecédo
(SANTE, 2017).

Neste trabalho, utilizou-se como PC o composto atrazina deuterada (atrazina
d-5) na concentracgéo final de 20 ug L, para a avaliacdo dos ensaios de recuperagao.
O analito trifenilfosfato (TPP, do inglés triphenyl phosphate) foi usado nas analises por
LC-MS/MS, como Pl na mesma concentracdo. Os resultados da atrazina d-5 foram
utilizados para a avaliacdo do procedimento de extracdo e ndo para correcdo da

recuperacao.

3.4PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

A solucéo analitica estoque de concentracdo 1000 mg L foi preparada levando
em consideracdo a pureza do padréo sélido. Pesou-se a massa de padréo sélido e
dissolveu-se em metanol grau HPLC. A partir da solugdo estoque preparou-se uma
solucéo de trabalho na concentracdo 1 mg L. Esses padrdes foram utilizados para a
fortificacdo das amostras e preparo da curva analitica.

Durante o estudo da linearidade do método e preparo da curva analitica
preparou-se uma mistura do padrédo de TPhT e do PC atrazina d-5 na concentracao
de 1 mg L. Assim, a partir dessa solucdo confeccionou-se a curva analitica de
trabalho nas concentracdes de 2,0; 5,0; 10; 20; 50 e 100 pg L.
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As solucdoes de Pl e PC utilizadas foram preparadas individualmente na
concentragdo 1000 mg L. Em seguida foram preparados 10 mL de solucdes na
concentracdo de 10 mg L para TPP e atrazina d-5. Para o composto TPP, a partir da
solucéo de 10 mg L™ foi adicionada 5 pL ao extrato final (1 mL) para injecéo.

Todas as solugBes analiticas preparadas foram armazenadas em frascos
ambar a temperatura menor que 5 °C, sendo que antes de serem utilizadas as
solucdes foram retiradas do freezer e esperou-se que estas atingissem a temperatura

ambiente para utilizacéo.

3.5CONDICOES DO SISTEMA LC-MS/MS

Neste estudo, as analises foram realizadas através da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS), no modo monitoramento
de reacdes selecionadas (SRM) e ionizacdo por eletronebulizacdo no modo positivo
(ESI+).

A escolha da fase movel foi baseada nas condicdes estabelecidas durante a
rotina do LARP-UFSM. Assim, a fase mével empregada para o desenvolvimento do
trabalho consistiu em agua contendo 2% (v/v) de metanol, 0,1% (v/v) de acido férmico
e formiato de amonio 5 mmol L* (solvente A) e metanol contendo 0,1% (v/v) de &cido
férmico e formiato de amdnio 5 mmol L* (solvente B), conforme gradiente apresentado
na Tabela 1. A vazéo foi mantida constante em 0,150 mL min-, com um tempo total

de analise de 10 min. O volume de injecao utilizado foi de 10 pL.

Tabela 1 — Gradiente da fase movel para a eluicdo do TPhT determinado por LC-
MS/MS.

Tempo (min) % A % B

0,0 60 40

2,0 2 98

Gradiente 8.0 2 98
8,15 60 40

10,0 60 40

% A: Agua contendo 2% (v/v) de metanol, 0,1% (v/v) de acido férmico e formiato de aménio 5 mmol L1
% B: Metanol contendo 0,1% (v/v) de acido férmico e formiato de aménio 5 mmol L.
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Os parametros relacionados as condi¢gbes do instrumento para determinacéo
do composto trifenilestanho foram baseadas em estudo previamente publicado
(DONATO et al., 2015). A seguir estdo descritas as condicOes utilizadas para a
otimizacdo do sistema cromatografico LC-MS/MS para a determinacao de residuos
de TPhT em amostra de 4gua e solo.

e Temperatura da coluna: 30 °C;

e Temperatura do gas de dessolvatacdo: 250 °C;

e Presséo do géas de nebulizacéo: 20 psi;

e Pressao do gas de colisdo: 1,8 mTorr;

e Temperatura da fonte: 50 °C.

Foram realizadas infusdes, ou seja, injecdes diretas no MS de solucdo analitica
individual do composto TPhT na concentragdo 1000 pg L. A partir das infusées foi
selecionado o modo de ionizacdo da fonte (eletronebulizagcdo positiva ou
eletronebulizacéo negativa), voltagem do capilar, energias de colisdo para fragmentar
0 ion precursor e gerar ions produtos, temperatura e presséo do gas de dessolvatacao
para secagem do solvente. Apds a escolha destas condi¢des, foram selecionados os

ions a serem monitorados para a identificacéo e quantificacdo do composto estudado.

3.60TIMIZACAO DA SPE PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE
TRIFENILESTANHO EM AGUA

A fim de desenvolver um método adequado de extracdo do composto
trifenilestanho em &gua, alguns parametros foram avaliados, como: volume de
amostra, pH da amostra, o tipo e volume do solvente de eluicdo. Para isso, realizou-
se um planejamento univariado, ou seja, variando uma variavel e mantendo-se
constante as demais. Os testes das variaveis avaliadas foram realizados em triplicata
(n=3). O tipo de sorvente utilizado durante todos os experimentos foi o Strata C18-E
(Phenomenex, 500 mg/3 mL). A escolha deste adsorvente foi baseada nas
caracteristicas fisico-quimicas do analito em estudo (WHO, 1999). Para a etapa de

condicionamento do sorvente testou-se 0s solventes acetonitrila ou metanol, com
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base no solvente de eluicdo, como também agua ultrapura. Para as amostras com
ajuste de pH, agua com pH semelhante ao das amostras também foi utilizada na etapa
de condicionamento. Na correcéo do pH das amostras empregou-se solucédo aquosa
de HaPOs (1:1; v/v) e NaOH (1 mol LY). Em seguida as amostras foram percoladas
atraves do sorvente extrator com velocidade de aproxidamente uma gota por segundo.
Posteriormente a percolacédo os cartuchos contendo os sorventes foram lavados com
agua ultrapura e secos sob vacuo. Para a etapa de eluicdo testaram-se diferentes
tipos de solvente, bem como distintos volumes empregados. Por fim as amostras
foram diluidas na proporcdo de 1:1 com fase movel e injetadas no sistema
cromatografico.

Os volumes de amostra testados foram 50, 100 e 200 mL e os valores de pH
foram 2, 9 e sem ajuste. Para a etapa de eluicdo, testaram-se 0s seguintes solventes:
acetonitrila, acetonitrila acidificada com 1% (v/v) de &cido acético, metanol e metanol
adicificado com 1% (v/v) de &cido acético. Os volumes de solvente de eluicéo testados
foram 1 e 2 mL atingindo fatores de concentracédo na faixa de 25 a 200 vezes.

Os primeiros testes realizados avaliaram diferentes volumes de amostra, sendo
que todas as amostras foram fortificadas com 20 pL do padrdo de 10 mg L* de
trifenilestanho. Assim, monitorou-se a extracdo do composto no sorvente empregando
50, 100 e 200 mL de amostra. A avaliacao foi realizada com base nos resultados de
recuperacdo, sendo aceitos apenas valores dentro da faixa de 70-120% (SANTE,
2017). Além disso, os resultados foram submetidos aos testes estatisticos t e F para
verificar a significancia entre os valores.

Os testes seguintes avaliaram a influéncia do pH também na extracdo do
composto na fase extratora durante a percolacdo da amostra. O pH influencia
diretamente na interagdo do composto com 0 sorvente extrator, ou seja, 0 ajuste do
pH da amostra € necessario para estabilizar os agrotoxicos e aumentar sua retengao
na fase sélida (CALDAS et al., 2011). Dessa forma, a faixa de pH de trabalho avaliada
foram 2, 9 e entre 5-6 (pH da agua ultrapura).

Durante a etapa de eluicdo, avaliou-se tanto o tipo de solvente de eluicdo como
0 seu volume. A escolha do solvente de eluicdo € um parametro importante e esta
diretamente relacionada com a polaridade do agrotoxico e o sorvente usado na SPE.
Dentre os solventes frequentemente empregados nesta etapa estédo a acetonitrila, o

metanol, a acetona, etc (CALDAS et al., 2011). Sendo assim, optou-se por avaliar a
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acetonitrila e o metanol, bem como, a acetonitrila 1% (v/v) acido acético e metanol 1%
(v/v) acido acético. A quantidade de solvente ideal para eluir deve ser pequena, de
forma que os compostos estejam em concentracao apropriada para analise (DONATO
et al., 2015). Os volumes avaliados foram 1 e 2 mL, verificando se havia influéncia da
quantidade de solvente empregado na etapa de eluigdo.

Para a injecdo dos extratos, os mesmos foram diluidos na proporcéao de 1:1

com a fase moével empregada durante todos os experimentos.

3.70TIMIZACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM SOLO

Para o desenvolvimento de um método adequado de extracdo do composto
trifenilestanho em solo realizou-se primeiramente um planejamento de experimentos
do tipo fatorial completo. Com este planejamento buscou-se a significancia e as
melhores condi¢Bes para a extracdo de residuos de trifenilestanho da matriz solo.
Assim, um planejamento multivariado 22 foi aplicado para otimizar o preparo de
amostras empregando o método QUEChERS. As varidveis independentes avaliadas
durante o planejamento de experimentos foram: particéo, tipo de &cido e concentracao
de acido. Foram realizados 8 experimentos em triplicata (n=3) totalizando 24 testes

conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Planejamento de experimentos fatorial completo 22 para avaliacdo da
influéncia da adicéo de sais, tipo de acido e concentracdo de acido na eficiéncia da
etapa de extracdo de residuos dede trifenilestanho em amostras de solo.

Concentracao do

Experimentos Sais de particdo Tipo de &cido Acido (%, vIv)
1 - acido férmico 1
2 - acido férmico 5
3 - acido aceético 1
4 - Acido acético 5
5 2 g NaCl + 6 g MgSOa4 acido férmico 1
6 2 g NaCl + 6 g MgSOa4 acido férmico 5
7 2 g NaCl + 6 g MgSOa4 acido aceético 1
8 2 g NaCl + 6 g MgSOa4 acido aceético 5
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Uma quantidade fixa de amostra “branco” de 10 gramas de solo foi utilizada para
todos os experimentos. As amostras foram pesadas em tubos de 50 mL de
polipropileno e fortificadas com 200 pL do padrdo de 10 mg L de trifenilestanho.
Aguardou-se cerca de 30 min apos a fortificacdo, adicionou-se 10 mL de acetonitrila
acidificada as amostras e homogeneizou-se durante 1 min em vortex. Na etapa de
particdo quando necesséario, foram adicionados 2 g de NaCl e 6 g de MgSOa a fim de
promover o efeito salting out e remover o possivel teor de umidade presente na
amostra, respectivamente. Posteriormente, as amostras foram todas centrifugadas
durante 8 min a 3400 rpm. Passado este tempo, 2 mL do sobrenadante foram retirados
e colocados em tubos de polipropileno de 15 mL contendo sais adsorventes para
realizar a limpeza do extrato. Os sais adsorventes empregados foram o C18 e o
MgSOa4 nas quantidades de 250 e 300 mg, respectivamente. Os tubos foram agitados
durante 1 min utilizando o vortex e posteriomente centrifugados por 8 min a 3400 rpm.
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado com seringa e filtrado com filtros de
PTFE de 0,22 um. Por fim, diluiu-se o extrato na propor¢cédo de 1:1 em fase movel e

injetou-se no sistema cromatografico.

3.8 APLICACAO DOS METODOS EM AMOSTRAS REAIS

A amostragem teve por objetivo abranger amostras de aguas superficiais do rio
Soturno e de solo de lavouras de arroz irrigado da regido central do estado do Rio
Grande do Sul, para avaliar a aplicabilidade dos métodos desenvolvidos. Desse modo,
foram coletadas 10 amostras de agua de diferentes pontos localizados no entorno da
bacia hidrogréfica sendo 7 de rio e 3 de lavouras. A localiza¢édo dos diferentes pontos
de coleta de agua é representada na Figura 3. As amostras foram coletadas utilizando
um amostrador de agua e repassadas para um frasco ambar. As coletas foram
realizadas préximas as margens do rio. Os frascos foram armazenados em local
protegido da luz e em temperaturas entre 4 e 10 °C. Nestas condi¢cdes evita-se 0
congelamento da amostra e possivel degradacéo do analito a ser analisado. Antes do
processo de extragao as amostras foram filtradas utilizando membrana de PTFE com
0,45 um de porosidade. O pH de cada amostra coletadas foi determinado utilizando
um pHmetro. Os valores de pH variaram entre 6,5 e 7,3, onde antes da percolacédo da

amostras estas foram ajustadas.
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Além das amostras de agua, coletou-se 6 amostras de solo de lavouras
localizadas também no entorno do rio Soturno, cerca de 50 metros da margem do rio.
As amostras coletadas foram armazenadas em frascos de polipropileno, e
condicionadas nas mesmas condi¢cdes que as amostras de 4gua para evitar qualquer
tipo deterioracdo das mesmas. Por fim, as amostras foram transportadas até o

laboratorio para posterior analise.

Figura 3. Pontos de amostragem ao longo da bacia hidrografica do rio Soturno.
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3.9VALIDACAO DO METODO SPE E LC-MS/MS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM AMOSTRA DE AGUA

Estabelecidas as melhores condi¢cdes para o procedimento de extracédo e
separacdo cromatogréfica, a etapa seguinte foi validar o método analitico para
determinacao de trifenilestanho em amostras de agua.

Os parametros utilizados para a validacdo do método foram: seletividade,
linearidade e curva analitica, limites de deteccéo e quantificacdo, exatiddo através do
ensaio de recuperacdo, precisdo (repetibilidade) e precisdo intermediaria (SANTE,
2017; INMETRO, 20186).

3.9.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacdo dos picos
cromatograficos e os respectivos espectros de massas dos cromatogramas obtidos
pelas injecbes no sistema LC-MS/MS de extratos de amostras “branco” de agua
ultrapura e de amostras “branco” fortificadas. As amostras foram fortificadas nas
concentragdes de 0,04; 0,1; 0,2; 0,4; 1,0; e 2,0 ug L* com o composto trifenilestanho
em amostras “branco” de agua ultrapura, que posteriormente foram extraidas por
SPE. A auséncia de picos cromatograficos nos “brancos” evidencia a seletividade do

método.

3.9.2 Linearidade e Curvas Analiticas

A avaliacdo da linearidade das curvas analiticas foi realizada através da injecéo
das solucbes analiticas preparadas em solvente (metanol), em 6 niveis de
concentragdo 2, 5; 10; 20; 50; e 100 ug L. As curvas analiticas foram injetadas em
triplicata para posteriormente realizar os célculos das médias das areas e do RSD.
Conforme exigida pelo INMETRO (2016), curvas analiticas com coeficiente de

determinacao (r?) maiores que 0,99 sdo aceitaveis (INMETRO, 2016).
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3.9.3 Limite de Deteccéao (LOD) e Limite de Quantificacao (LOQ)

Conforme descrito na revisdo bibliografica, os LOD e LOQ foram estabelecidos
experimentalmente com base na razdo S/N, sendo determinado para 0 composto em
estudo. A determinacéo dos valores de LOQ foi estabelecida de acordo com o menor
nivel fortificado que obteve relagcdo S/N > 10, com resultados de exatidao entre 70 e
120% e precisao < 20% (SANTE, 2017). Ja, os valores de LOD foram obtidos a partir

do LOQ dividido por 3,33 vezes a relacao sinal/ruido.

3.9.4 Ensaios de recuperacdo para avaliar a exatiddo e a precisao

Para avaliar a exatiddo do método analitico proposto, através da recuperacéao,
as amostras “branco” foram fortificadas em seis niveis de concentracao: 0,04; 0,1; 0,2;
0,4;1,0; e 2,0 ug L, empregando o método de extracédo otimizado. Foram realizadas
3 réplicas de extracdo para cada nivel de concentracdo, totalizando 18 testes. O
estudo da precisdo do método, em termos de precisdo intermediaria (RSDpi) foi
efetuado através da extracdo e determinacdo de amostras fortificadas, em dias
diferentes. Injetou-se 1 vez no sistema cromatografico o extrato de cada teste.

Apés a otimizacdo e validacdo do método de extracdo com SPE para
determinacao por LC-MS/MS, este foi aplicado para a determinacéo de residuos de

trifenilestanho em amostras de agua.

3.10 VALIDACAO DO METODO QUEChERS E LC-MS/MS PARA
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM AMOSTRA DE
SOLO

Os parametros utilizados para a validacdo do método foram 0s mesmos
empregados para SPE, sendo eles: seletividade, linearidade e curva analitica, limites
de deteccdo e quantificagdo, exatiddo, precisdo e precisdo intermediaria, além da
avaliacdo do efeito matriz (SANTE, 2017; INMETRO, 2016).
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3.10.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacdo dos picos
cromatograficos e de seus respectivos espectros de massas dos cromatogramas
obtidos pelas injecbes no sistema LC-MS/MS de extratos de amostras “branco” de
solo e “branco” de solo fortificadas. As amostras foram fortificadas nas concentracoes
de 10, 100 e 200 pg kg com o composto trifenilestanho em amostras “branco” de
solo, que posteriormente foram extraidas pelo método QUEChERS. A auséncia de

pico cromatografico na amostra branco evidencia a seletividade do método.

3.10.2 Linearidade e Curvas Analiticas

A avaliacdo da linearidade das curvas analiticas foi realizada através da injecéo
das solugcbes analiticas preparadas em solvente (metanol), em 6 niveis de
concentragdo 2, 5; 10; 20; 50; e 100 pg L, bem como no extrato “branco” da matriz.
As curvas analiticas foram injetadas em triplicata para posterior calculo das médias
das areas e do RSD. O efeito de matriz foi avaliado comparando-se as curvas
analiticas preparadas em solvente e em extrato “branco” de matriz solo. O efeito de
matriz é calculado para verificacdo do método mais adequado para calibracdo do
equipamento na determinacdo de residuos de trifenilestanho em amostras de solo.
Aceita-se efeitos de matriz de até 20%, acima deste valor utiliza-se curvas analiticas
preparadas no extrato da matriz a fim de minimizar efeitos de supressao ou aumento

de sinal analitico.

3.10.3 Limite de Deteccéao (LOD) e Limite de Quantificacdo (LOQ)

Os LOD e LOQ foram estabelecidos experimentalmente a partir do sinal do
analito pelo ruido analitico, determinado para o TPhT. O LOQ foi estabelecido através
do menor nivel fortificado com S/R > 10, com resultados de exatidao entre 70 e 120%
e precisao < 20%. O LOD fol obtido a partir da divisdo do LOQ por 3,33 vezes a relacéo
S/R.



53

3.10.4 Ensaios de recuperacao para avaliar a exatidao e a precisao

Para avaliacdo da exatiddo do método proposto, através da recuperacao, as
amostras “branco” de solo foram fortificadas em trés niveis de concentracéo: 10; 100
e 200 ug L1, empregando o método de extracdo otimizado. Foram realizadas 6
réplicas de extracdo para cada um dos niveis de concentragdo, totalizando 18 testes.
A precisédo do método, em termos de RSDpi foi efetuada através da extracao e analise
de amostras fortificadas, em dias diferentes. Cada nivel de fortificacéo foi extraido seis
vezes e injetou-se 1 vez no sistema cromatografico cada extrato obtido.

Apébs a otimizacdo e validacdo do método de extracdo por QUEChERS para
determinacdo por LC-MS/MS, aplicou-se para a determinacdo de residuos de

trifenilestanho em amostras de solo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES OTIMIZADAS DO SISTEMA CROMATOGRAFICO LC-MS/MS
PARA A DETERMINACAO DE RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM AGUA E
SOLO

O trifenilestanho foi determinado por LC-MS/MS utilizando as condicGes
descritas no item 3.5. O modo de ionizacdo empregado foi a eletronebulizacéo (ESI),
operando no modo positivo. Além disso, foram escolhidas as duas transi¢cdes
caracteristicas para o TPhT e para os PC e PI. A transi¢cdo mais intensa foi utilizada
na quantificacdo dos compostos e a segunda transicdo mais intensa para a
identificacdo dos mesmos, através do modo SRM. O uso do modo de aquisicdo SRM
com as transicdes para TPhT, Pl e PC sdo mostrados na Tabela 3.

Os modificadores de fases modveis melhoram o0s sinais analiticos e a
reprodutibilidade das respostas cromatogréficas. A utilizacdo de aditivos na fase
movel, como o formiato de aménio, por exemplo, auxiliam nas separacfes
cromatograficas, como reportado na literatura (RIZZETTI et al., 2016). Com formiato
de amoénio, a presenca de ions de amonio suprimiu a formacao de adutos de sédio,
que sdo mais comuns em condi¢cdes acidas (acido férmico) e, portanto, os ions
predominantemente formados foram [M + H]*, mostrando alta detectabilidade e
respostas mais consistentes (HHEMSTRA & DE KOK, 2007).

Tabela 3 - lons precursores, fons produto (m/z), energia do capilar (V) e energia de
colisdo (eV) para determinagéo de residuos de TPhT com atrazina-d5 como padréo
de controle e TPP como padréo interno por LC-MS/MS.

fon . Energia do Energia de
lon produto : D
Composto precursor capilar coliséo
(m/z) V) (eV)
, 79 25
Atrazina-d5 221 179 55 15
152 29
TPP 327 215 65 20
120 28
TPhT 1 11
35 197 0 24

Em negrito os ions utilizados para quantificagao.
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4.2DESENVOLVIMENTO DE METODO DE SPE PARA EXTRACAO DE
RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM AGUA

A avaliagdo das variaveis existentes no preparo de amostra € de grande
importancia no que diz respeito ao aumento da eficiéncia de extragdo dos compostos
em estudo mantendo exatiddo e precisdo adequadas para o método.

Para isto, escolheram-se algumas variaveis da SPE para avaliacdo, sendo elas:
volume de amostra, pH da amostra, solvente de eluicdo e volume do solvente de
eluicdo. Durante todos os experimentos, utilizou-se cartuchos C18 devido a afinidade
da fase estacionaria com o TPhT. As condicdes utilizadas durante a avaliacdo estao
descritas a seguir. Empregaram-se amostras “branco” (agua ultrapura) e amostras
“branco” fortificadas durante as avaliagbes. As extracOes foram realizadas em
triplicata (n=3) e os resultados avaliados com base nas é&reas relativas do pico do

TPhT obtidas, ap0és injecdo dos extratos finais no sistema cromatografico.

421 Volume de amostra

Na técnica de SPE o volume de amostra utilizado pode variar muito. Estes
volumes variam desde poucos mililitros até volumes maiores do que um litro. Neste
sentido, durante o desenvolvimento de métodos utilizando SPE € necessario
determinar o volume de breakthrough para que se obtenha a eficiéncia maxima de
extracao, ou seja, 0 volume maximo de amostra que deve ser processado para que
se obtenha a maior recuperacao possivel do analito (JARDIM, 2010). Sendo assim, a
primeira etapa a ser avaliada foi o volume de amostra utilizado na extracdo de
residuos de trifenilestanho por SPE. Para isso foram aplicados volumes de amostra
de 50, 100 e 200 mL e fortificou-se todas com 50 pL de uma solugéo padréo de 1 mg
Lt de TPhT. Apds a SPE, injetou-se os extratos referentes aos trés volumes de
amostras e avaliou-se as areas dos picos obtidas por LC-MS/MS para cada um dos
experimentos. Cabe salientar que quanto maior o volume de amostra percolado pelo
sorvente, maior € o risco de o analito ser eluido pela prépria amostra (JARDIM, 2010).

Os resultados obtidos para os experimentos sao apresentados na Figura 4.
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Figura 4: Resultados das areas obtidas na determinacgéo de residuos de trifenilestanho
por LC-MS/MS em func¢éo da variacdo do volume de amostra (50, 100 e 200 mL)
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Através da Figura 4 é possivel verificar que os melhores resultados foram
obtidos utilizando um volume de amostra de 100 mL. Entretanto, a diferenca entre os
ensaios nao foi significativa (p > 0,05). Sendo assim, qualquer dos volumes poderia
ser escolhido para realizacdo da extracdo, uma vez que, ndo ficou comprovada a
perda de analito em fungcdo do maior volume amostra (200 mL). Assim, a decisao
sobre qual dos volumes ser empregado partiria exclusivamente dos critérios do
analista, seja em melhorar os LOQs (no caso de amostras mais “limpidas”, utilizando
200 mL) ou garantir a eficiéncia do cartucho (no caso de amostras mais “sujas’,
utilizando 50 mL). Como o LOQ do método € diretamente influenciado pelo volume de
amostra utilizado, quando emprega-se quantidades maiores de amostras obtém-se
melhores LOQs. Por essa razao, o volume de 50 mL amostra foi descartado. Por outro
lado, na aplicacdo do método a etapa de extracdo pode ser influenciada devido as
caracteristicas fisico-quimicas como, por exemplo, materiais particulados e solidos em
suspensao mesmo apos filtracdo. Visando minimizar estes efeitos o volume de 100

mL foi escolhido para prosseguir com 0s ensaios.
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4.2.2 pHdaamostra

O pH da amostra influencia diretamente na interacdo do composto com a fase
contida no cartucho, ou seja, o ajuste do pH da amostra € necessario para estabilizar
e aumentar a retencao dos analitos na fase sélida (CALDAS et al., 2011). Portanto, é
necessario conhecer o comportamento dos analitos frente a fase sélida escolhida em
funcdo do pH da amostra. O pH varia de acordo com cada uma das amostras
entretanto, este € facilmente corrigido utilizando solugcbes acidas ou alcalinas. A
otimizacdo do pH da amostra € essencial para atingir a recuperacéo total dos analitos
(DONATO et al., 2015). Neste sentido, ensaios variando o pH entre 2 e 9 foram
realizados com o objetivo de avaliar qual faixa de pH € mais adequada para retencao
do composto TPhT em amostras de agua. Uma vez que, o TPhT em agua esta em
sua forma ionizada, ou seja, como um ion positivo, (R3Sn*). Pressupfe-se que um
aumento de pH poderia neutralizar este ion (RsSnOH) causando um aumento de sua
interacdo com a fase solida apolar empregada. Os resultados para os ensaios de pH
2, 9 e sem ajuste de pH (agua ultrapura pH 6,5) podem ser visualizados na Figura 5,

de acordo com a &rea do pico cromatogréafico obtido por LC-MS/MS.

Figura 5: Resposta em area para 0s ensaios variando o ajuste de pH da amostra na
extracdo de residuos de trifenilestanho em amostras de agua por SPE e determinacgéo
por LC-MS/MS
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Avaliando os resultados obtidos pode-se concluir que em pH mais basico (pH
9) foi a melhor condicdo para extracdo de residuos de trifenilestanho utilizando o
sorvente Strata C18-E, uma vez que, as areas e 0 RSD obtidos foram
significativamente melhores. Neste sentido, constatou-se que em pH 9 ocorreu uma
melhor interagdo do analito com a fase solida pelo fato deste encontrar-se em sua
forma neutra (DONATO et al., 2015).

4.2.3 Solvente de eluicdo

Na técnica de SPE é ideal que a eluicdo do composto de interesse seja
realizada através de um pequeno volume de solvente. Dessa maneira, o extrato obtido
estara em uma concentracdo suficiente para ser quantificada com seguranca no
equipamento. O solvente de eluicdo deve ser adequado para retirar os analitos de
interesse do cartucho sem que os interferentes que nao tenham sido eliminados na
etapa de limpeza sejam eluidos juntamente com os analitos de interesse. O solvente
de eluicdo deve ter alta forca de eluicdo, isso pode ser alcancado mudando-se a
polaridade do solvente, a concentracao salina ou ainda alterando-se o pH da solucao
de eluicdo (JARDIM, 2010; DONATO et al., 2015). Portanto, a composic¢ao da solucao
de eluicdo é essencial para atingir a maxima extracdo dos compostos concentrados
no cartucho. Sabe-se que acetonitrila e metanol sdo solventes muito comuns na
extracdo de agrotoxicos. Além disso, também sdo solventes muito utilizados como
fase movel na cromatografia liquida em fase reversa (CHIARADIA et al., 2008). Assim,
0s solventes escolhidos para eluicdo foram metanol ou acetonitrila, e solucdes de
acetonitrila ou metanol contendo 1% (v/v) de acido acético. A mudanca de pH na
solucéo de eluicéo foi utilizada buscando facilitar a eluicéo do trifenilestanho, neutro
em meio basico e fortemente ligado na fase solida apolar. Extratos dos solventes
avaliados foram injetados no LC-MS/MS para verificar a area do pico cromatografico
referente ao TPhT. Os cromatogramas representando a diferenca entre os 4 solventes

de eluicdo avaliados podem ser visualizados na Figura 6.
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Figura 6: Cromatogramas obtidos por LC-MS/MS no modo SRM de amostras de agua
fortificadas a 50 pg L eluidas com diferentes solucdes.
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Como pode ser visualizado na Figura 6, as solucdes de eluicdo contendo acido
foram essenciais para a remogao do trifenilestanho do sorvente extrator. Quando
solventes de eluicdo sem adi¢cdo de acido foram utilizados o pico referente ao analito
nao foi observado ou nao teve intensidade suficiente para quantificacdo. Isso ocorre
devido ao potencial de dissociacdo do trifenilestanho e da diminuicdo de sua
solubilidade na solugéo de eluicdo, quando em meio basico. Os cromatogramas dos
solventes de eluicdo contendo &cido foram comparados para avaliar a area referente

ao pico cromatografico do TPhT (Figura 7).
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Figura 7: Comparagao dos cromatogramas obtidos por LC-MS/MS no modo SRM de
amostras de Agua fortificadas a 50 pug L* para acetonitrila 1% (v/v) &cido acético
(verde) e metanoll% (v/v) acido acético (vermelho).
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Com base nos resultados obtidos conforme observado na Figura 7, tanto para
a acetonitrila acidificada quanto o metanol acidificado poderiam ser escolhidos.
Entretanto, mesmo com a intensidade do sinal para ambos solventes acidificados
optou-se por empregar metanol contendo 1% (v/v) acido acético. A solucéo acida de
metanol foi escolhida em virtude da semelhanca com a fase movel organica

empregada no sistema LC-MS/MS.

4.2.4 Volume do solvente de eluicéo

O volume do solvente de eluicdo influencia diretamente nos limites de
quantificacdo e deteccdo do método. Utilizar uma quantidade menor de solvente pode
levar a um aumento de concentracao final no extrato. Entretanto, o volume tem que
ser adequado para eluir todo analito contido no sorvente, sem comprometer a
recuperacdo dos analitos. Para isso, foram avaliados dois volumes diferentes para a
eluicdo dos residuos de trifenilestanho em agua. Assim, fortificou-se amostras nas
concentracGes de 1 e 2 ug L e eluiu-se com 1 e 2 mL, respectivamente. Dessa forma,

ambos os extratos finais estariam na concentracédo de 50 pg L™ apds diluicdo. Por fim,
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os extratos foram injetados em sistema LC-MS/MS e avaliaram-se as recuperacoes
obtidas para cada um dos volumes de solvente avaliados. A Figura 8 apresenta

resultados de recuperacéo para 0s ensaios, utilizando 1 e 2 mL de solvente de elui¢éo.

Figura 8: Resultados de recuperacédo para avaliacdo do volume de solvente na etapa
de eluicdo da SPE para determinacéo de residuos de trifenilestanho por LC-MS/MS
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Como apresentado na Figura 8, os resultados de recuperacao obtidos foram
100 e 110%, com desvios de 13% para 1 e 2 mL, respectivamente. Como nao houve
diferenca significativa entre as recuperacbes ambos volumes poderiam ser
empregados, mas optou-se por um volume menor de solvente. Assim, além de
diminuir a quantidade de solvente durante a eluicdo, h4 um aumento no fator de

concentracdo do método em 2 vezes obtendo-se também LODs melhores.

4.3 METODO SPE OTIMIZADO

A partir dos resultados obtidos, na etapa de avaliagdo das variaveis no
procedimento, otimizou-se um método para extracdo de TPhT em amostras de agua.

O volume de amostra utilizado foi de 100 mL e o pH foi ajustado em 9 com uma
solucdo de hidréxido de sédio (1 mol L?1). O cartucho C18 foi previamente
condicionado com metanol, seguido de agua ultrapura e agua ultrapura com pH
ajustado em 9. Entdo, a amostra foi percolada através do cartucho para a retengéo do
analito na fase estacionaria. O cartucho passou por uma etapa de lavagem com agua

utrapura antes da secagem do mesmo. Durante um tempo de 30 min o cartucho foi
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seco sob vacuo. Posteriormente, o TPhT foi eluido da fase estacionaria empregando
1 mL de metanol 1% acido acético. O extrato final foi diluido na proporcéo de 1:1 com

fase mével. Assim, o método proposto possui um fator de enriquecimento de 50 vezes.

4.4AVALIACAO DO METODO QUEChERS PARA EXTRAGCAO DE RESIDUOS DE
TRIFENILESTANHO EM SOLO

O planejamento de experimentos do tipo fatorial completo mostra quais foram
as melhores condicfes para a extracdo de residuos de TPhT em solo e quais delas
eram significativas. Para avaliar isso, o diagrama de Pareto de efeitos padronizados e
o grafico de médias para particdo, tipo de acido e concentracdo de acido foram
gerados com o software StatisticalO. Este diagrama e os graficos estdo representados

nas Figuras 9 e 10, respectivamente.

Figura 9: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para particéo, tipo de acido e
concentracdo de acido e suas interacdes na recuperacdo de residuos de TPhT de
amostras de solo.
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Ao avaliar o diagrama de Pareto, € possivel observar que a concentracdo de
acido tem um efeito negativo na recuperacdo de TPhT. Ou seja, quanto maior € a
concentracdo de acido mais baixa é a recuperacao do analito. Embora essa variavel
nao seja tdo significativa como a interacdo entre a particdo e o tipo de acido, que é
representada no grafico por "1x2". A interacdo entre essas duas variaveis tem um
efeito significativo na recuperacdo dos analitos. Estes resultados mostram que a
combinacdo de acido aceético e particdo durante o procedimento de extracao

proporciona melhores resultados de recuperacao.

Figura 10: Gréfico de médias marginais de particdo (A), tipo de &cido (B) e
concentragéo de &cido (C).

56

- A - B C

54

53

52

51

Recuperacgéo

50

49

48

Sem particdo  NaCle MgSO,  Acido férmico  Acido acético 1% 5%

Particéo Tipo de acido Concentracao de acido

Avaliando o grafico de médias marginais na Figura 10 é possivel concluir que
as melhores condicfes foram a adi¢do de sais, caracterizando o método QUEChERS
e acido acético a 1% (v/v) em acetonitrila como solvente de extracao. Esses resultados
estdo de acordo com a avaliacdo da maior recuperacdo média obtida em todos os 8

experimentos, que sao representados na Figura 11.
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Figura 11: Resultados de recuperacdo obtidos para os 8 experimentos do
planejamento fatorial completo.

60
58

e T
54 .

52 +
50

48 ([ ‘}

46
44
42
40 Y - - -

1 2 3 4 5 6 7 8
Experimento

Recuperacéo (%)

Tendo em vista que a ligacdo do TPhT a matéria organica particulada é forte,
foram necessarias condi¢des acidas para a extracao. Por outro lado, 4cidos altamente
concentrados podem ser muito fortes para 0s compostos organoestanicos tri-
substituidos podendo provocar a sua degradagéo (ZULIANI et al., 2010).

Ainda assim, os solventes a base de &cido acético glacial sdo Uteis para a
extracdo de organometalicos dos solos. A eficiéncia de extracdo €, principalmente,
devido a protonacao de cargas negativas e liberacdo de organometalicos trocaveis
(HUANG et al. 2003). Nesse sentido, a extracdo de residuos TPhT do solo com
acetonitrila 1% (v/v) de &cido acético estd de acordo com métodos publicados
anteriormente. O efeito salting out € bem conhecido por aumentar a eficiéncia de
extracdo de compostos de baixa polaridade a partir de matrizes complexas
(BANDEIRA et al., 2017). A adi¢do de 2 g de NaCl e 6 de MgSOa4 provou aumentar a
recuperacédo de analitos.

As agitacdes manuais e por vortex foram preferidas, uma vez que, as extragcbes
assistidas por microondas e por ultrassom podem degradar significativa
organoestanicos tri-substituidos. A degradacdo pode ocorrer devido ao aumento
rapido da temperatura da solucéo de extracdo (HEROULT et al., 2008). Enquanto a
temperatura induz a desalquilacdo e desarilacdo de analitos, especialmente o mais
termolabil, que é o caso do trifenilestanho (HEROULT et al., 2008).
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4.5METODO QUEChERS OTIMIZADO

A partir dos resultados obtidos através do planejamento multivariado, otimizou-
se um método para extragdo de TPhT em amostras de agua com as melhores
condi¢cdes com as variaveis avaliadas.

Pesou-se 10 g de amostra de solo em tudo de polipropileno de 50 mL e
adicionou-se 10 mL de acetonitrila 1% acido acético. A extracdo foi realizada sob
agitacdo em vortex durante 1 min. Posteriormente, na etapa de particdo, foram
adicionados 2 g de NaCl e 6 g de MgSO4 e agitou-se manualmente por 1 min. A
amostra fol centrifugada durante 8 min a 3400 rpm. Passado este tempo, 2 mL do
sobrenadante foram retirados e colocados em tubos de polipropileno de 15 mL
contendo sais adsorventes para realizar a limpeza do extrato. Os sais adsorventes
empregados foram o C18 e o MgSOs4 nas quantidades de 250 e 300 mg,
respectivamente. Os tubos foram agitados durante 1 min utilizando o vortex e
posteriomente centrifugados por 8 min a 3400 rpm. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi retirado com seringa e filtrado com filtros de PTFE de 0,22 pum. Por
fim, diluiu-se o extrato na proporcédo de 1:1 em fase mével e injetou-se no sistema

cromatografico.

4.6 VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS UTILIZANDO SPE E QUEChERS
PARA A EXTRACAO DE RESIDUOS DE TRIFENILESTANHO EM AGUA E
SOLO E DETERMINACAO POR LC-MS/MS

A partir dos métodos otimizados, seguiu-se para a validacao avaliando os
seguintes parametros: seletividade, linearidade e curva analitica, efeito matriz, limites
de deteccdo e quantificacdo, exatiddo através do teste de recuperacdo, precisdo
(repetibilidade) e precisdo intermediaria, (SANTE, 2017; INMETRO, 2016).

4.6.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando-se o pico cromatogréafico do
composto trifenilestanho e seu respectivo espectro de massas em fortificagoes,

fortificagcbes na amostra e em amostras “branco”. Os extratos foram injetados no
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sistema LC-MS/MS. Para a amostra de agua comparou-se 0 pico cromatografico do
TPhT em amostras “branco” de agua ultrapura e agua ultrapura fortificada. Para a
amostra de solo, foram comparados os cromatogramas de extratos “branco” de solo

e “branco” de solo fortificado. A comparacéo entre os cromatogramas para solo pode

ser visualizada na Figura 12.

Figura 12: Cromatograma SRM obtido através de LC-MS/MS para o composto TPhT
em amostras “branco” de solo (verde), fortificacdo na amostra na concentracdo de 100
ug kg*(azul) e solucédo padrdo em solvente na concentracéo de 50 pg L (vermelho).
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Com base nos resultados obtidos das injecOes dos extratos, pode-se distinguir a
resposta do analito na amostra fortificada e solugcao padréo da amostra branco. A
inexisténcia de pico cromatografico do TPhT na amostra “branco” evidencia a

seletividade do método.
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4.6.2 Linearidade e curva analitica

A linearidade da curva analitica foi avaliada pela injecdo de solucdes analiticas
preparadas em solucdo de metanol:fase mével (1:1, v/v) nos niveis 2; 5; 10; 20; 50 e
100 pg L para agua. As curvas analiticas para solo foram preparadas no extrato
“branco” de solo nas mesmas concentragdes. As curvas analiticas foram injetadas em
triplicata para posterior calculo médio das areas e RSDs. As curvas analiticas tanto
para as solucfes preparadas em solvente como as solucdes preparadas no extrato
branco da matriz apresentaram r2> 0,99 (Figura 13) atendendo o critério de aceito pelo
INMETRO.

Figura 13: Equacdo da reta e r? para curvas analiticas preparadas em metanol (CTS)
e extrato “branco” da matriz solo (CTM) na faixa de trabalho de 2 a 100 ug L.
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Com base nos resultados obtidos para ambas as curvas analiticas, as amostras
puderam ser quantificadas adequadamente. Conforme estipulado pela SANTE (2017),
efeitos de matriz mais pronunciados do que + 20% requerem quantificagéo utilizando
curvas analiticas que minimizem os efeitos de supressdo ou aumento de sinal
analitico. No caso das amostras de solo, uma supressao de sinal analitico de 26% foi
calculada com base nas inclinagdes das curvas preparadas em amostras “branco” de
solo e em solvente (metanol). Portanto, para quantificacdo das amostras de solo a
curva preparada em extrato de amostras “branco” de solo deve ser utilizada. No caso

das amostras de 4gua a curva preparada em solvente foi utilizada para quantificacéo.
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4.6.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagdo do método

O LOD e LOQ foram estabelecidos experimentalmente baseados no sinal/ruido
do composto estudado. A determinacdo dos valores de LOQ foi estabelecida de
acordo com o menor nivel fortificado que obteve razdo S/R > 10 com valores de
recuperacéo entre 70 e 120% e desvio padréo relativo < 20% (SANTE, 2017). Os
valores de LOD foram estimados pela divisdo do LOQ por 3,33. Os LOQ e o LOD
obtidos foram 0,1 e 0,03 pg L para as amostras de agua e 10 e 3,33 ug kg para as

amostras de solo.

4.6.4 Exatid&o (recuperacdo), precisdo (RSD) e preciséo intermediaria

Para avaliar a exatiddo e a precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria)
dos métodos, amostras “branco” de agua e solo foram fortificadas em diferentes niveis
de concentracdo. Para as amostras de agua seis niveis de concentra¢des: 0,04; 0,1;
0,2; 0,4; 1 e 2 ug L (Tabela 4) utilizando o método de SPE com n= 3. Para as
amostras de solo, trés niveis de concentragées: 10, 100 e 200 ug kg e extragédo pelo
método QUEChERS com n=6. Estas avaliacdes foram realizadas em diferentes dias
para calcular a precisdo na forma de repetibilidade e precisdo intermediaria através

das recuperacdes e valores de RSD.

Tabela 4 - Resultados de recuperacdo para os ensaios de fortificacdo com
concentracbes de 0,1 a 2 yg L para agua e 10 a 200 ug kg™ para o solo.

Concentracdo Repetibilidade Precisdo intermediaria

ug kgt Rec (%) = RSD(%)
10 83+7 -
Amostras de solo 100 7242 99+6
200 73+3 -
ug Lt
0,1 100+18 86+10
0,2 11346 84+11
Amostras de agua 0,4 107+4 90+15
1 10743 1057

2 9245 92+7
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Os resultados da recuperacédo variaram entre 72 e 83% para solo com RSD < 7%.
Para agua, as recuperacgdes obtidas foram de 92 a 113%, com RSD < 18%. Estes
valores encontram-se dentro dos critérios aceitaveis de recuperacdo e RSD. A
fortificacdo de 0,04 ug L para Agua obteve RSD acima de 20% no ensaio de preciséo
intermediaria e, portanto, ndo foi considerada. Portanto, o limite de quantificacdo do
método de andlise de amostras de agua foi de 0,1 ug L. Para solo, o0 LOQ do método
foi de 10 pg kg™.

Apébs os resultados obtidos para os parametros avaliados na validagéo, 0s
métodos desenvolvidos mostraram-se adequados para determinacao de residuos de

trifenilestanho em amostras de agua e solo.

4.7 APLICACAO DOS METODOS EM AMOSTRAS DE AGUA E SOLO

A avaliacdo da aplicabilidade dos métodos foi realizada através da analise de
10 amostras de agua, sendo 7 de rio e 3 de lavouras de arroz irrigado, além de 6
amostras de solo também de lavoura. A amostragem foi realizada em diferentes
pontos da bacia hidrogréfica do rio Soturno, localizado na regido central do Rio Grande
do Sul, Brasil.

N&ao houveram residuos de trifenilestanho acima do limite de deteccdo do
método nas amostras coletadas. Entéo, para testar sua aplicabilidade, duas amostras,
sendo uma de agua e uma de solo foram fortificadas em uma concentracdo conhecida
do padrédo de trifenilestanho e posteriormente foram analisadas. Os resultados da
recuperacado foram 76 e 72% para amostras de agua e solo, respectivamente, dentro
dos critérios de aceitacdo preconizados pelo INMETRO (2016) e SANTE (2017), entre
70 e 120%.
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5 CONCLUSOES

Métodos para a determinacdo de residuos de trifenilestanho em 4gua e solo
por LC-MS/MS foram desenvolvidos. O método de aquisicdo de monitoramento de
reacoes selecionadas (SEM) garante a seletividade do método, uma vez que, duas
transicOes foram monitoradas. A auséncia de picos do trifenilestanho foi verificada nas
amostras "branco” de 4gua e solo. A deteccéo foi verificada por injecdo de uma curva
analitica no solvente. O acoplamento da cromatografia liquida com espectrometria de
massas em série promoveu alta seletividade e detectabilidade. Além disso, fornece
andlise qualitativa e quantitativa dos fragmentos selecionados de cada analito no
modo de aquisi¢do SRM.

A técnica SPE foi eficaz no preparo de amostras de agua para a determinacao
de residuos de trifenilestanho. A fase estacionaria empregada no cartucho revelou-se
eficaz na retencdo dos residuos de trifenilestanho, considerando que o pH da amostra
foi ajustado para 9 aumentando assim a retengédo do composto. Volumes de amostras
de 50 a 200 mL nao causaram perda durante a percolacdo. Além disso, a acidificacao
do solvente de eluicéo foi essencial para a remocao total do analito do cartucho.

O método QUEChERS provou ser muito versatil no preparo de amostra para a
extracao de residuos de TPhT em solo. O planejamento de experimentos foi essencial
para aumentar a recuperacao de trifenilestanho, uma vez que, apresenta interacao
forte no solo. A adi¢édo de &cido e o efeito salting out foram eficazes para alcancar
uma precisdo adequada na etapa de preparo da amostra. A etapa de limpeza
empregando d-SPE foi rapida e eficiente, entretanto a calibragcdo empregando branco
da matriz fortificada foi utilizada para calcular a concentragdo nas amostras, a fim de
evitar erros de efeito da matriz.

Os parametros de validacdo foram de acordo com SANTE (2017) com
recuperacoes de 84 a 113% para amostras de agua e de 72 a 99% para amostras de
solo, bem como desvio padrao relativo (RSD) de 3 a 18% e 2 a 7% para agua e solo,
respectivamente, considerando ensaios precisdo e precisao intermediaria.

Foram alcancados coeficientes de determinacdo adequados (r>> 0,99) para
amostra de agua e solo. Os valores de LOQs e LODs foram 0,1 e 0,03 ug L para
agua e 10 e 3,3 ug kg para solo, respectivamente. Os métodos propostos pode ser

introduzidos em rotinas de laboratério, pois foram aplicados a 10 amostras de aguas
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superficiais e 6 amostras de solo sem apresentar problemas. Embora ndo haja
residuos de TPhT nas amostras, os resultados de adicdo padréao indicaram que 0s
meétodos propostos sdo adequados para a determinacgéo de residuos de trifenilestanho

em amostras de 4gua e solo.
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