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RESUMO

FERREIRA, Thais Paes. Determinacio de fipronil e fipronil sulfona em aguas superficiais
da bacia do rio Guandu por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas. 2022. 78p Tese (Doutorado em Quimica, Quimica Analitica)
Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O fipronil (FIP) ¢ um inseticida de amplo espectro utilizado em diversos setores, que apresenta
riscos ambientais e a satide humana. Em varios paises, estudos relatam a presenga de FIP e seus
produtos de degradagdo em diversos ambientes aquaticos, sendo o fipronil sulfona (FIP-S) um
dos produtos de degradagdo mais comumente encontrados. No entanto, registros de sua
ocorréncia em aguas superficiais no Brasil sdo limitados. Dentro desse contexto, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver e validar um método analitico utilizando extracdo em fase sélida
(SPE) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), robusto e acurado
o suficiente a fim de avaliar a presenca de FIP e FIP-S em aguas superficiais provenientes
da bacia hidrografica do rio Guandu, Rio de Janeiro, Brasil. A técnica LC-MS mostrou-se linear
na faixa de 25-300 pg/L para FIP e 50-300 pg/L para FIP-S, com coeficientes de determinagao
iguais a 0,99, exato, com valores de exatidao de 70,8 -110 %, e preciso com desvios padrdes
relativos inferiores a 20% intradia (repetibilidade) e interdia (precisdo intermediaria). Os limites
de detecg@o do método calculados para FIP e FIP-S foram respectivamente 0,025 pg/L e 0,014
ug/L, enquanto os limites de quantificagao do método foram 0,10 pg/L e 0,050 pg/L. O método
proposto foi entdo aplicado para analisar 16 amostras coletadas em duas estagdes no ano de
2020: verao e outono, em oito pontos de amostragem da bacia do rio Guandu, no Estado do Rio
de Janeiro. FIP foi encontrado em 75% das amostras avaliadas, com concentragdes na faixa de
0,132 - 2,44 ng/L, enquanto FIP-S foi quantificado em apenas uma amostra (0,135 pg/L), ainda
que a presenca desse analito tenha sido detectada em 62,5% das amostras. Este € o primeiro
estudo que relata a ocorréncia do FIP e do FIP-S na bacia do rio Guandu. O método
desenvolvido ¢ sensivel, rapido e apresenta elevada seletividade, permitindo a identificagdo e a
quantificacdo de FIP e FIP-S em uma regido de grande importancia para a cidade do Rio de
Janeiro. Os resultados encontrados indicam a preocupacdo de uma eventual contaminagdo da
agua de abastecimento e a necessidade de inclusdo desse agrotoxico e seus derivados na
legislagao que estabelece a qualidade de aguas superficiais.

Palavras-chave: Inseticida, Rio Guandu, Agua Superficial, LC-MS, Contaminagao.



ABSTRACT

FERREIRA, Thais Paes. Determination of fipronil and fipronil-sulfone in surface waters
of the Guandu river basin by High Performance Liquid Chromatography with mass
spectrometry. 2022. 78p Thesis (Doctorate in Chemistry, Analytical Chemistry) Institute of
Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Fipronil (FIP) is a broad spectrum insecticide used in several sectors, which presents
environmental and human health risks. In several countries, studies report the presence of FIP
and its degradation products in several aquatic environments, being fipronil sulfone (FIP-S) one
of the most commonly found degradation products. However, its occurrence in surface waters
in Brazil is limited. Within this context, the objective of this work was to develop and validate
an analytical method using solid phase extraction (SPE) and liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (LC-MS), capable of evaluating the presence of FIP and FIP-S in water from
the Guandu river basin, Rio de Janeiro, Brazil. The detection limits of the method calculated
for FIP and FIP-S were respectively 0.025 pg / L and 0.014 pg / L, while the limits of
quantification of the method were 0.10 pg / L and 0.050 pg / L. The method presented is linear
in the range of 25-300 pg / L for FIP and 50-300 pg / L for FIP-S, with coefficients of
determination equal to 0.99. Accuracy values of 70.8-110 and precision with standard deviation
relative to 20% were found under repeatability (intraday) and intermediate (interday)
conditions. The proposed method was proposed for the analysis of 16 samples collected in two
seasons in 2020: summer and autumn, in eight sampling points in the Guandu river basin, in
the State of Rio de Janeiro. FIP was found in 75% of the evaluated samples), in the range of
0.132 - 2.44 ng / L, while FIP-S was quantified in only one sample (0.135 pg / L), but it was
possible to detect the presence of this analyte in 62.5% of the samples. This is the first study of
the occurrence of FIP and FIP-S in the Guandu river basin. The developed method is sensitive,
fast and has high selectivity, allowing the identification and quantification of FIP and FIP-S in
a very important region of the city of Rio de Janeiro. The results point to the concern of a
possible contamination of the water supply and the need to include this pesticide and its
derivatives in the surface water quality legislation.

Keywords: Insecticide, River Guandu, Surface Water, LC-MS, Contamination.
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1 INTRODUCAO

Agrotoxicos sdo substancias quimicas sintéticas ou naturais, que tentam controlar ou
eliminar organismos vivos. Podem ser classificados, de acordo com o organismo ao qual se
destinam e com a classe quimica ao qual pertencem (PERES; MOREIRA, 2003).

Estas substancias sdo desenvolvidas com o intuito de potencializar uma a¢do biocida,
representando um risco para qualquer organismo vivo, eliminando ndo s6 organismos alvos,
mas insetos benéficos, como o exemplo das abelhas. Deste modo, pequenas doses dessas
substancias quimicas podem gerar consequéncias relatadas na literatura como mecanismos de
neurotoxicidade, desregulacdo enddcrina, atividade cancerigena e disfungdes no sistema
digestorio (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Nos ultimos anos, houve um aumento
progressivo de publicacdes acerca destes riscos provocados por agrotdxicos com diferentes
usos.

Diferentes tipos de agrotoxicos sdo utilizados na agricultura para eliminacao de pragas
que prejudicam a produtividade, favorecendo o processo de produgdo agricola, gerando uma
maior eficiéncia econdmica. Quando utilizados em atividades ndo agricolas, como
medicamentos de uso veterindrio e domissanitarios, seu uso ¢ justificado pelo controle de
vetores que podem lesar a saide animal ou humana. Entretanto, esses produtos, apesar de
apresentarem em sua composi¢cao o mesmo principio ativo, sdo formulados e avaliados de forma
distinta, e no Brasil, sdo regulamentados por orgdos regulatorios distintos. A legislacao
brasileira prevé que para o registro de agrotoxicos de uso agricola deve ser feita a aprovagao
por trés 6rgdos regulatorios: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
Ministério da Saude e pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA). Estes avaliam a eficacia
agronOmica, os potenciais impactos sobre o meio ambiente e sobre a satude, respectivamente.
Entretanto o mesmo principio ativo denominado de agrotdxico na agricultura ¢ registrado como
um produto veterinario sendo avaliado exclusivamente pelo MAPA e como domissanitario
avaliado para registro apenas pelo Ministério da Saude através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitria (ANVISA) (DIAS et al., 2018). E possivel observar que a legislagdo
brasileira ndo considera essa multipla exposi¢do aos agrotoxicos presentes em diversos setores
(agricola, pecuario, residencial e industrial), ocasionando um risco acumulado ao meio
ambiente e a saude humana e animal.

Além da fragilidade do atual sistema regulatorio para os agrotoxicos no Brasil, houve
um aumento expressivo de autorizagdes destes produtos nos ultimos anos (MAPA, 2021),
devido a flexibilizagdo de politicas publicas no governo atual, facilitando o registro, a
diminuig¢do da restri¢do ¢ a modificacao da classificagdo de risco de toxicidade (Resolu¢ao-RE
n°® 2.080, de 2019) (DE MORAES, 2019). Desta forma, é notério observar que as politicas
publicas atuais prezam por questdes econOmicas conectadas ao mercado produtor de
agrotdxicos e contribui a0 maximo para impactos sociais e ambientais gerados pelo uso
indiscriminado de agrotoxicos.

Nesse contexto, a contaminacdo dos recursos naturais por grande parte desses
agrotoxicos traz uma poluigdo indescritivel para o pais, sendo frequentemente detectados em
corpos d’agua, podendo atingir ecossistemas e causar inimeros problemas de satde a animais
e seres humanos (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). A contaminagdo de aguas
superficiais ou subterrdneas por agrotoxico € uma grande preocupagdo para a sociedade,
podendo trazer impactos ao abastecimento de agua potavel, visto que, esses sistemas sao



importantes fontes e reservas de agua. Para garantir a protegdo do meio ambiente ¢ a saude
humana, o Brasil possui como alicerce duas legislacdes que estabelecem limite de poluentes
como parametros de qualidade de aguas, a Resolu¢do n° 357 de 17 de margo de 2005 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que estabelece limites para diversos tipos
de aguas superficiais, ¢ a Portaria de Consolida¢do n® 5, de 28 de setembro de 2017 do
Ministério da Saude, revisada recentemente, que estabelece limites para agua de consumo
humano. No entanto, o aumento significativo da liberacdo de uso de agrotdxicos no pais nao
vem acompanhado de modificagdes na legislagdo brasileira e ndo abrange a variedade e a
quantidade de agrotoxicos aplicados no pais. Os parametros de qualidade das aguas nao
contemplam as inimeras substancias utilizadas rotineiramente em diferentes setores, tampouco,
os produtos de degradagdo destas.

A situacdo no Brasil se torna ainda mais alarmante devido a precariedade do sistema de
coleta e tratamento de esgotos (SNIS, 2019), sendo grande parte desses efluentes langados de
forma in natura em mananciais destinados ao abastecimento, colaborando para a presenca
desses contaminantes em concentragcdes acumuladas. Ao pensar na agua para abastecimento
publico devem-se priorizar acdes para a protegdo dos mananciais destinados a esse fim e ndo
somente o tratamento a ser realizado para eliminacdo desses poluentes. Muitas dessas
substancias ndo sao removidas em sua totalidade nos sistemas de tratamento convencionais ou
sequer sdo estudadas em determinadas regides do Brasil, como por exemplo, a bacia
hidrografica do Rio Guandu.

A Dbacia hidrografica do Guandu possui grande relevancia para o pais, visto que, ¢
responsavel pelo abastecimento da 2° maior regido metropolitana, o estado do Rio de Janeiro
(COMITE GUANDU, 2018). Possui a sua vazdo modificada artificialmente devido a
transposi¢ao do Rio Pirai e Paraiba do Sul, com o objetivo de suprir essa demanda hidrica de
abastecimento. Entretanto, esse manancial ¢ severamente afetado pela descarga in natura de
esgoto doméstico, agricola e industrial. Sendo assim, a identificagdo e o monitoramento de
poluentes, controlados ou emergentes, sdo fundamentais para a saude ambiental deste local e
para acdes de infraestrutura sanitaria. Estudos relatam a presenca de diversos poluentes como
medicamentos humanos, hormdnios sintéticos, surfactantes e agrotoxicos na bacia do rio
Guandu (DE ARAUJO et al., 2019, 2020; DIAS et al., 2015; FERNANDES, 2019;
FERREIRA, 2014; MONTEIRO et al., 2018). Dentre os possiveis poluentes presentes que
ainda ndo foram relatados nesse sistema hidrico, destaca-se o fipronil como potencial candidato,
um agrotoxico incluido recentemente na legislagdo brasileira que estabelece os critérios de
qualidade da agua potavel (Portaria GM/MS n° 888, que atualiza o Anexo XX da Portaria de
Consolidagao GM/MS n°5/2017).

O fipronil ¢ um inseticida eficaz contra insetos que sdo resistentes ou tolerantes a outras
classes de inseticidas, sendo uma alternativa a esses agrotoxicos. Além disso, apresenta alta
efetividade contra formigas, cupins, gafanhotos, mosquitos, pulgas e carrapatos. Devido ao seu
amplo espectro de acdo possui recomendagdes de uso agricola, industrial, pecudria e
residencial, para o controle de pragas em areas urbanas e uso em animais domésticos. Os
diferentes tipos de uso do fipronil possibilitam a existéncia de varias fontes e rotas para a
contamina¢do do ambiente aquatico. O fipronil apresenta uma toxicidade indesejada para
abelhas, insetos terrestres benéficos e invertebrados aquaticos sendo banido em diversos paises.

O fipronil ndo ¢é estavel no meio ambiente e seus produtos de degradagdo t€m sido
detectados em inumeros paises com frequéncia, em diversos ambientes aquaticos, como aguas
pluviais, aguas de escoamento residencial, aguas superficiais e agua potavel. Alguns estudos
mostraram que os produtos de degradagao do fipronil sdo mais toxicos do que o proprio fipronil
para mamiferos. Dentre esses produtos destaca-se o fipronil sulfona, que apresenta alta



atividade sobre o sistema nervoso central de mamiferos, possui maior tendéncia a
bioacumulac¢do e uma maior toxicidade para organismos aquaticos do que o proprio fipronil
(GUNASEKARA et al., 2007).

Apesar de toda a preocupacao da comunidade cientifica sobre a presenca de fipronil em
matrizes aquaticas, a legislagdo brasileira que estabelece parametros de qualidade para agua de
consumo humano ainda n3o previa o monitoramento de fipronil até sua ultima revisao
(BRASIL, 2021), passando a ser necessaria a avaliacao da presenca de fipronil no manancial
utilizado como fonte de 4gua para abastecimento e na agua tratada pela estagdo de tratamento
de agua (ETA). Considerando a elevada contaminagdo da bacia do Guandu, ja destacada
anteriormente, onde ha uma grande variedade de substancias presentes, torna-se indispensavel
a disponibilizagao de um método analitico, seletivo, sensivel, robusto e principalmente que seja
simples, rapido, seguro e de baixo custo, possibilitando a aplicagdo em estudos de
monitoramento.

O grande avancgo da instrumentacdo analitica nos ultimos anos e o desenvolvimento de
técnicas de extracdo mais robustas possibilitou a detecgdo e identificagdao do fipronil em niveis
de tragos (ug/L- ng/L), contribuindo ao atendimento de baixos limites de concentragdo maxima
permissivel desse contaminante na agua, exigidos pelas agéncias regulatorias internacionais. A
analise quantitativa de fipronil é frequentemente realizada pelas técnicas de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS, Liquid Chromatography—tandem
mass spectrometry) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS, Gas
Chromatography — mass spectrometry), embora sejam utilizados outros detectores de outros
tipos acoplados a cromatografia liquida e gasosa, como por exemplo, cromatografia liquida com
detecgdo de arranjo de diodos (HPLC-DAD, High Performance Liquid chromatography-diode
array detection) e cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons (GC-ECD, Gas
Chromatography-Electron Capture Detection). Para a analise de fipronil em matrizes de aguas
superficiais e efluentes, a extracdo em fase solida (SPE, Solid-phase extraction) ¢ uma das
técnicas mais empregadas. Esta técnica permite a extracdo simultanea de varias substancias, a
pré-concentracao e a eliminagdo de interferentes da matriz em apenas uma etapa. Os extratos
obtidos por SPE sdo comumente analisados pela cromatografia liquida (LC) ou cromatografia
gasosa (GC) acoplada a espectrometro de massas em série (MS/MS), detectores que garantem
uma alta sensibilidade, seletividade e confiabilidade, entretanto quanto mais complexa a técnica
analitica mais cara ela se torna. E a utilizagdo de um procedimento de preparo de amostra
envolvendo etapas de extragdo e posterior concentragdo pode tornar a técnica de LC-MS com
parametros de sensibilidade e seletividade suficientes para atingir o fim proposto. Além da
possibilidade de aplicagdo a estudos de monitoramento de residuos de agrotdxicos, podendo
também atender as rigorosas regulamentacdes. Todavia, no Brasil ainda existem poucos estudos
que permitam uma abordagem ampla das bacias hidrograficas, o que dificulta tracar um
panorama da presenca desse contaminante em aguas superficiais brasileiras. Tal fato pode ser
atribuido as técnicas analiticas empregadas, que além de laboriosas, possuem um elevado custo.

No entanto, para apresentar dados que comprovem a credibilidade dos resultados
obtidos ¢ necessaria a validagdo do método analitico proposto. A validacdo ¢ uma etapa do
protocolo analitico, que demonstra que a metodologia executada conduz a resultados confiaveis
e adequados a finalidade pretendida (CASSIANO et al., 2009).

O estudo representa uma grande contribuicdo para o diagndstico ambiental e a analise
de fipronil e seu produto de degradagdo, fipronil sulfona, em pontos especificos de uma bacia
de grande importancia para o abastecimento da 2* maior regido metropolitana do pais (RJ),
através da técnica analitica SPE-LC-MS, tal como sera amplamente discutida no subitem 2.3.6
(Métodos analiticos para determinacao de fipronil em matrizes aquaticas) e que foi proposta



por ser um método alternativo e acessivel, possibilitando atingir niveis de concentragdo em
intervalos de confianca similares aos resultados de outras técnicas ja descritas na literatura.



2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agrotoéxicos

Agrotoxicos sdo substancias quimicas sintéticas ou naturais, que tentam controlar ou
eliminar organismos vivos. Podem ser classificados, de acordo com o organismo ao qual se
destinam: inseticidas (insetos), larvicidas (larvas), formicidas (formigas), acaricidas (acaros),
carrapaticidas (carrapatos), nematicidas (nematdides), moluscidas (moluscos), rodenticidas
(roedores), fungicidas (fungos) e herbicidas (ervas daninhas), e com o grupo quimico ao qual
pertencem como organofosforados, piretroides, lactonas, fenilpirazoles e benzoilfeniluréias
(PERES; MOREIRA, 2003). Seu uso ¢ justificado pelo controle desses vetores que podem lesar
ou transmitir enfermidade as plantas, aos animais e ao homem, gerando um dano a saude e ao
bem-estar do homem, & lavoura, a pecuaria e seus produtos e a outras matérias-primas
alimentares (BARBOSA, 2004).

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com sua toxicidade, uso, estabilidade
ambiental e estrutura quimica (NASIRI; AHMADZADEH; AMIRI, 2020). De acordo com a
finalidade do uso, eles sdo subdivididos para uso na agricultura, na eliminagdo de vetores
transmissores de doengas contagiosas (agentes fitossanitarios), uso como medicamentos
veterinarios (ectoparasiticidas) e para uso doméstico (agrotoxicos domissanitarios) (BASTOS
et al., 2011). No Brasil, os ingredientes ativos (agrotdxicos) utilizados em produtos para
erradicar ou controlar pragas agricolas, também sao encontrados em produtos que nao sao
utilizados na agricultura, como os produtos domissanitarios. Eles sdo comumente utilizados em
ambientes residenciais, comerciais e industriais. Além de estarem presentes na medicina
veterinaria em produtos veterinarios que possuem a fungdo de combater ectoparasitas e/ou
endoparasitas em animais domésticos e de produc¢ao, entretanto sdo regulamentados e tratados
separadamente dos agrotoxicos na legislacdo brasileira (DIAS et al., 2018).

A legislagdo Brasileira prevé que para o registro de agrotoxicos deve ser feita a
aprovacao por um comité formado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), Ministério da Saude e pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA). Esses orgaos
avaliam a eficacia agronomica, os potenciais impactos sobre o meio ambiente e sobre a satde,
respectivamente. Enquanto a avaliagdo de pesticidas de uso veterinario ¢ feita exclusivamente
pelo MAPA, sendo assim, produtos formulados com o mesmo principio ativo podem ter
avaliagOes distintas, para fins de registro, dependendo de sua utilizagdo, o que acarreta em uma
falta de avaliagdo para os danos que esses produtos podem trazer ao meio ambiente ¢ a saude
humana (DA SILVA; MOREIRA; PERES, 2012; DIAS et al., 2018).

O consumo de agrotdxicos vem aumentando ao longo dos anos em diversos paises
(CARVALHO, 2017). O Brasil esta entre os maiores produtores agricolas mundiais, porém,
com uma relagdo custo-beneficio insatisfatoria (maior uso de agrotdxicos para uma menor
producao agricola) (ZHANG, 2018). Atualmente, o pais se destaca como o terceiro maior
consumidor de pesticidas do mundo, atras apenas dos EUA e China. Somente em 2020, 493
produtos foram autorizados para uso (Figura 1), o nimero mais expressivo dos ultimos 10 anos
(MAPA, 2021b).



Figura 1 - Grafico de registros de agrotoxicos, componentes e afins concedidos de 2005-
2020 no Brasil. Fonte: MAPA, 2021

O ntmero de agrotdxicos produzidos e registrados no Brasil nos ultimos anos tem
aumentado progressivamente, devido a um incentivo do governo federal, que vem reduzindo a
burocracia no processo, as restri¢des a tais produtos e fazendo alteracdes legais ao termo
"pesticida" por "defensivo agricola”, além de uma nova classificacdo de risco de toxicidade
(Resolugdo n.° 2.080/2019) (DE ARAUJO NASCIMENTO et al., 2020; MAPA,2021b).Devido
aos danos a saide e ao meio ambiente, muitos agrotoxicos proibidos em outros paises
permanecem em circulagdo no Brasil. Segundo dados de Braga e colaboradores (2020), dos 474
produtos aprovados no governo atual em 2019, 148 possuem substancias atualmente proibidas
ou severamente restritas pela comissdo europeia, tornando o Brasil um importante mercado
consumidor desses produtos banidos de outras na¢des (FRIEDRICH et al., 2021). Sendo assim,
o incentivo a um uso exacerbado e rotineiro de agrotdxicos comprova um descaso aos riscos
ambientais e a saide humana, esses riscos nao se restringem apenas ao territorio brasileiro,
afetando a outros paises (BRAGA et al., 2020).

E dentro desse contexto, de um uso indiscriminado de agrotoxicos tanto na agricultura,
como na producdo animal que esses produtos t€ém atraido uma maior atengdo por serem
frequentemente detectados em corpos d’agua, podendo atingir ecossistemas e causar inimeros
problemas de saude a animais e seres humanos.

2.1.1 Ocorréncia de residuos de agrotéxicos em ambiente aquaticos

O consumo anual de agrotoxicos no mundo corresponde a cerca de dois milhdes de
toneladas, ocasionando uma descarga descontrolada dessas substancias no meio ambiente, que
mesmo em concentragdes de tragcos (ng/L-ug/L) contribuem para seu acumulo nos
compartimentos aquaticos (SOUSA et al., 2017). Nas ultimas décadas foi detectado um nivel



residual de até 5,7 pg/g de pesticidas em sistemas aquaticos de diferentes paises em todo o
mundo, incluindo Aaguas superficiais, biota aquatica e agua da chuva (RAJMOHAN;
CHANDRASEKARAN; VARJANI, 2020; SPRINGER, 2021).

Nas ocorréncias de agrotoxicos em aguas superficiais e subterraneas ao redor do mundo
destacam-se os herbicidas, inseticidas e fungicidas como as trés classes mais encontradas (DE
SOUZA et al., 2020). Dentre as classes quimicas ja relatadas na literatura estdo: triazinas
(atrazina, simazina), organofosforados, (clorpirifés, diazinon), piretréides (cipermetrina),
feniluréias (diuron) e neonicotindides (imidaclopride) (ALBUQUERQUE et al., 2016; DE
SOUZA et al., 2020; SOUSA et al., 2017).

Um monitoramento realizado entre 2014-2017 pelas empresas de abastecimento de agua
de 1.396 municipios detectou todos os 27 agrotoxicos descritos na Portaria de consolidagao de
n° 5/2017 do Ministério da Satide (BRASIL, 2017). Desses, 16 sdo classificados pela ANVISA
como extremamente ou altamente toxicos. Numeros revelam que a contaminagdo da agua esta
aumentando a passos largos e constantes. Em 2014, 75% dos testes detectaram agrotoxicos, em
2015 este numero subiu para 84% e em 2016 foi para 88%, chegando a 92% em 2017. As
principais substancias com maior ocorréncia e maior concentragdo foram: aldrin, dieldrin e
clordano (BRASIL, 2018).

Albuquerque e colaboradores (2016) conduziram um levantamento sobre a ocorréncia
de residuos de agrotoxicos em aguas doces no Brasil. Através do levantamento foi possivel
observar que a classe dos herbicidas foi a mais investigada, seguido pelos fungicidas, inseticidas
e reguladores de crescimento, nos quais os inseticidas representam a classe de maior
preocupagao. Clomazona (isoxazolidinona) e o quincloraque (quinolinas) foram os herbicidas
mais comumente investigados e quantificados, fipronil foi o inseticida encontrado com uma
maior frequéncia e por ultimo carbendazim (benzimidazoéis) o fungicida mais frequentemente
encontrado.

A contaminagao de sistemas de aguas superficiais ou subterraneas por agrotdxicos pode
trazer impactos ao abastecimento de adgua, pois esses sistemas sao importantes fontes de agua
potavel. Os agrotoxicos encontrados nestas dguas podem ter um potencial impacto ao ser
humano, de acordo com a sua quantidade, toxicidade e frequéncia a exposi¢do. Diferentes
critérios de aceitacdo sobre os niveis de concentragdo maxima de agrotoxicos permitidos na
agua sao estabelecidos por regulamentagdes mundiais a fim de proteger o meio ambiente ¢ a
saide humana. Entretanto, poucos sdo os acordos sobre como os agrotoxicos devem ser
regulamentados e qual deve ser a magnitude desses niveis de concentragdo maxima aplicada a
um determinado agrotoxico entre jurisdigdes regulatorias de dgua potavel em todo o mundo
(LL; JENNINGS, 2017).

A Unido Europeia (UE) possui uma lista com 45 substancias consideradas prioritarias
pela comissdo sobre normas de qualidade ambiental e estabelece uma concentragdo maxima
permitida em agua potavel de 0,1 pg/L admissivel para qualquer agrotoxico e produtos, desde
que a totalidade dessas substancias ndo ultrapassem o valor de 0,5 pg/L (SCHEEL; TEIXEIRA
TARLEY, 2020). A USEPA, disponibilizou recentemente uma lista preliminar com 68
substancias quimicas, como novos candidatos para comporem a CCL-5 (lista de candidatos a
contaminantes). Estes atualmente ndo estdo sujeitos a nenhuma regulamentagdo primaria
nacional de agua potavel, entre essas inclusdes destaca-se a presenga do fipronil (USEPA,
2021).

Embora o Brasil esteja entre um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo, a
legislacao brasileira de potabilidade da agua ndo abrange a variedade ¢ a quantidade de
agrotoxicos aplicados no pais. O estabelecimento dos pardmetros de qualidade da agua na
legislag@o, tanto para o uso humano como para os outros usos da agua (dessedentagdo de



animais, irrigagdo e recreacdo), ou mesmo a protecdo de ambientes apresenta um numero
reduzido de agrotoxicos (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

A Resolugdo n° 357/2005 do CONAMA (BRASIL, 2005) que estabelece limites
maximos de contaminantes para as diversas classes de aguas superficiais, de usos multiplos,
como: gado, irrigagdo, recreagdo, agua potavel, incluindo a prote¢do da vida aquatica para
algumas classes de agua, estabelece limites para 28 agrotoxicos. Desse total, 16 sdo poluentes
organicos persistentes (POPs) ou severamente restritos (ALBUQUERQUE et al., 2016).
Agéncias ambientais estaduais sdo responsaveis pelo monitoramento da qualidade da agua
conforme estabelecido por essa resolugdo, enquanto a Portaria de consolidag¢ao de n® 5/2017 do
Ministério da Satde (BRASIL, 2017) estabelece os padrdes de potabilidade da agua para
consumo humano. Em sua ultima atualizagdo, houve uma primeira demonstragao de
preocupacgao através da publicacdo de uma lista com a inclusdo de agrotoxicos e metabolitos
ndo legislados anteriormente que possuem um potencial risco a satde e suas respectivas
concentracdes maximas permitidas seguras. Anteriormente esta lista contemplava 27
agrotoxicos, enquanto na legislacdo em vigor esse numero passou para 40, incluindo o fipronil.

Estudos sobre a presenga de agrotoxicos em aguas superficiais e nas aguas tratadas no
Brasil sdo escassos, portanto, a regulagdo brasileira tem seus critérios baseados em outros paises
e ndo consideram a diversidade de agrotoxicos utilizados nas diferentes regides do Brasil, as
caracteristicas particulares da agricultura regional, além dos efeitos potenciais causados devido
a exposicdo cronica (ALBUQUERQUE et al., 2016; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017). Diante do aumento significativo da liberagdo de uso de agrotdoxico no pais sdo
necessarios estudos que possam comprovar a presenga destes contaminantes, que possam
embasar ainda mais a revisdo de legislagdes, fornecendo informagdes para a reavaliacdo do
registro e estabelecimento de protocolo para priorizagdo de agrotdoxicos no pais
(ALBUQUERQUE et al., 2016).

2.2 Bacia Hidrografica do Rio Guandu
2.2.1 Descricao e importincia

A Regido hidrografica do Guandu (RH II) (Figura 2) compreende os municipios de
Engenheiro Paulo de Frontin, Itaguai, Japeri, Paracambi, Queimados e Seropédica em suas
totalidades e parcialmente os municipios de Barra do Pirai, Mangaratiba, Mendes, Miguel
Pereira, Nova Iguagu, Pirai, Rio Claro, Rio de Janeiro e Vassouras. Dentre as principais bacias
hidrograficas que compdem a RH II estdo a Bacia do Ribeirdo das Lajes, a Bacia do Rio da
Guarda e a Bacia do Guandu. A defini¢ao das regides hidrograficas do Estado do Rio de Janeiro
foi estabelecida pela Resolugao do Conselho Estadual de Recursos Hidricos n° 107 de 22 de
maio de 2013 do Instituto Estadual do Ambiente (INEA) (INEA, 2013).

A bacia hidrografica do rio Guandu ¢ formada pelos rios Guandu, da Guarda e Guandu-
Mirim, com uma area de 3.600 km? e possui um conjunto de 15 municipios pertencentes ao
Estado do Rio de Janeiro com todo ou parte de seus territorios inseridos na bacia. A maior
singularidade da bacia, por sua vez, se deve a transposi¢do, em condi¢des normais, de no
minimo 119 m3/s das 4guas da bacia do rio Paraiba do Sul para a bacia do rio Guandu.
Caracteriza-se por ser a mais importante do pais, pois suas aguas abastecem 85% da segunda
maior regido metropolitana do pais (Estado do Rio de Janeiro), atendendo a cerca de 9,4 milhdes
de habitantes, sendo responsavel pela subsisténcia e desenvolvimento desta metropole
(COMITE GUANDU, 2012).



Figura 2 - Hidrograma unifilar da rede hidrografica do Rio Guandu.
Fonte: KLIGERMAN; SANCANARI; NOGUEIRA, 2021.

No entanto, a bacia ¢ afetada pelo baixo percentual de tratamento de esgoto doméstico
no estado do Rio de Janeiro (45%), pela ocupagdo humana desordenada e pelo langamento de
efluentes agricolas e industriais (BIANCO et al., 2020).

Grande parte dos municipios compreendidos na bacia do rio Guandu ndo conta com
servigos de coleta de residuos solidos, observando-se, também, baixos indices de atendimento
de coleta de lixo urbano. Mais precaria ainda € a situa¢do de disposi¢ao final desses residuos,
sendo comum o langamento em lixdes localizados, em grande parte, as margens dos rios da
bacia e em encostas, e proximos a aglomeracdes urbanas, resultando em uma grave degradagao
ambiental (INEA, 2021). Todavia, esse grande aporte de polui¢do que chega até a estagdo de
tratamento, ¢ atenuado pela diluicdo ocasionada pela transposi¢do do rio Paraiba do Sul
(KLIGERMAN; SANCANARI; NOGUEIRA, 2021).

Atualmente ¢ realizado um monitoramento de qualidade da agua da bacia sob
responsabilidade do INEA. Também ¢ realizado o monitoramento periddico pela Companhia
Estadual de Aguas e Esgotos do Rio de Janeiro (CEDAE) para nio haver o comprometimento
de tratamento pela Estagdo de tratamento de agua (ETA) do Guandu (INEA, 2021a;
KLIGERMAN; SANCANARI; NOGUEIRA, 2021). Os critérios utilizados para avaliacao da
qualidade das aguas realizado pelo INEA sd3o definidos a partir dos pardmetros indicados na
Resolugdo n°357/2005 do CONAMA. Através desses parimetros é calculado um Indice de
Qualidade da Agua (IQA) que consolida em um unico valor os resultados dos seguintes
parametros: Oxigénio Dissolvido (OD) Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Fosforo
Total (PT), Nitrogénio Amoniacal (NH3), Potencial Hidrogenionico (pH), Turbidez (T),
Solidos Dissolvidos Totais (SDT), Temperatura da Agua e do Ar e Coliformes Termotolerantes,
descrevendo e representando de forma mais clara e eficiente o estado atual e as tendéncias da
agua (INEA, 2021).

Os pontos de amostragem do presente estudo foram distribuidos ao longo da Bacia do
rio Guandu, em locais de facil acesso para realizacdo das coletas e de modo que se pudesse
notar a possivel influéncia antrépica ao longo da bacia. Uma breve descri¢ao das regides onde
os pontos de coleta estdo inseridos, sera descrita a seguir.



Itaguai possui uma area de 275.5 km?, totalmente inserida na bacia hidrografica do rio
Guandu, sendo o 4° municipio mais populoso da bacia com 109.091 habitantes. A regido de
Itaguai ¢ a principal fornecedora de areia para a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, sendo
intensa a atividade de extragdo no leito dos rios (COMITE GUANDU, 2018). O municipio de
Itaguai nao possui um sistema de coleta e disposi¢do de esgotos domiciliares em operagdo, o
sistema utilizado € o de fossas sépticas (9% da popula¢ao), existindo, também, langamentos em
valas a céu aberto (COMITE GUANDU, 2018; SEMADS, 2001). Assim, a maior parte do
esgoto doméstico produzido pela populagdo de Itaguai (91%) ndo recebe qualquer tratamento,
sendo langado nos corregos da regido (ANA, 2020; COMITE GUANDU, 2018).

Um dos rios que tem sua area parcialmente localizada no municipio de Itaguai ¢ o rio
da Guarda que tem predominio de areas antropicas agricolas, com culturas de mandioca e cana-
de-agicar (COMITE GUANDU, 2018). Além de seus afluentes serem drenados por areas
exclusivamente de pastagens e que recebem grande aporte de esgotos e lixo doméstico do
municipio de Itaguai (SEMADS, 2001).

O distrito industrial de Santa Cruz ¢ um importante polo siderturgico que fica localizado
no bairro de Santa Cruz, no municipio do Rio de Janeiro, sendo industrias com consideravel
potencial toxico tanto em nivel de produgio de efluentes liquidos como de residuos solidos. A
poluicao de origem industrial é responsavel por uma parcela expressiva das cargas orgénicas,
de solidos e das cargas toxicas langadas nos corpos hidricos da bacia hidrografica, apresentando
em varios pontos, violacdes ao enquadramento e as condi¢des e padroes de lancamento da
Resolucao n° 357/2005 do CONAMA (SEMADS, 2001). Nao existem dados disponiveis de
coleta e tratamento de esgoto especifico para essa regido, pois os dados sdo classificados de
acordo com os municipios pelo IBGE e néo por bairros.

O municipio de Nova Iguagu possui uma area de 521,1 km? tem 48,6% do seu territorio
inserido na bacia hidrografica do rio Guandu, sendo o 2° municipio mais populoso da bacia
com 796.257 habitantes (10,1 % do total) (COMITE GUANDU, 2018). A carga de esgoto
gerada ¢ de 42.985,5 mil kg/DBO/dia, sendo 75% desse  esgoto coletado é langado in natura
nas galerias de aguas pluviais ou diretamente nos cursos d’agua (ANA, 2020; COMITE
GUANDU, 2018). Proximo as instalagdes da CEDAE no bairro de Lagoinha (Nova Iguacgu),
antes das barragens principais da ETA Guandu ha a chamada lagoa Guandu, localizada
imediatamente na foz dos rios Queimados e Ipiranga, ambos afluentes do rio Guandu. Os rios
Queimados e Ipiranga sdo extremamente poluidos com esgotos domésticos e industriais
langados in natura, dos polos industriais de Queimados ¢ Nova Iguacgu, tendo caracteristicas
anaerobias e presenca de material altamente sedimentavel que desagua na lagoa Guandu. A
lagoa funciona como um amortecedor da poluigdo do rio, armazenando os efluentes que recebe
desses seus afluentes. Porém, como nao ¢ oficialmente uma lagoa de estabilizagdo de uma
Estacdo de Tratamento de Esgotos (ETE), o lodo que vem sendo depositado no decorrer dos
anos nao ¢ removido, causando a diminui¢do da altura do espelho d ' agua, colocando o rio
Guandu numa situagao critica em relagdo a qualidade e a sua protecdo no local de captagao do
Sistema Guandu (COMITE GUANDU,2012, 2018).

O municipio de Japeri possui uma area de 81,8 km? tem 100% do seu territorio inserido
na bacia hidrografica do rio Guandu, sendo o 5° municipio mais populoso da bacia com 95.492
habitantes (1,2 % do total). A maior parte do municipio ndo conta com sistema de coleta nem
tratamento de esgoto (COMITE GUANDU, 2018), sendo 61% desse esgoto coletado, porém
nao recebe tratamento e 31% nao possui coleta e nem tratamento, sendo langcado em corpos
hidricos (ANA, 2020; COMITE GUANDU, 2018). Segundo o Plano estratégico de recursos
hidricos das bacias hidrograficas do rio Guandu, da Guarda e Guandu Mirim (PERH-Guandu),
o uso do solo dessa regido tem predominio de areas naturais, sendo predominantemente
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ocupado por florestas ¢ pastagens. Conforme informagdes disponibilizadas pelo IBGE para o
ano 2018, dentre as atividades econdmicas que compreendem o PIB (Produto Interno Bruto) do
municipio, a agropecudria e industria tem uma contribui¢do de 0,37% e 11%, respectivamente
no valor total do PIB (IBGE, 2017).

O municipio de Queimados possui uma area de 75,7 km? tem 100% do seu territorio
inserido na bacia hidrografica do rio Guandu, sendo o 3° municipio mais populoso da bacia
com 137.962 habitantes (1,8 % do total). O municipio de Queimados ¢ carente de sistema de
tratamento de esgoto sanitario, bem como de redes coletoras. A carga de esgoto gerada é de
7.449,9 mil (kg/DBO/dia), porém 85% dessa carga ndo recebe nenhum tratamento, sendo
despejado nos corpos hidricos (ANA, 2020). As suas principais atividades econdmicas sdo a
industria e o comércio. O uso do solo tem o predominio de areas antropicas agricolas
(IBGE,2017). Queimados possui um Distrito Industrial que possui 35 industrias, com atividades
diferenciadas, e que ainda se encontra em processo de expansdo. Este distrito é drenado por
dois principais afluentes da bacia do Guandu, rio dos Pocos e rio Queimados (KALAOUM et
al., 2020). A qualidade da agua do rio Queimados configura-se como uma das piores de toda a
RH II, além de uma diminui¢do do IQA de ruim para muito ruim nos ultimos cinco anos. O
fator mais preocupante ¢ a entrada deste afluente em um dos cursos principais do Guandu, antes
da captacio de d4gua para ETA Guandu (COMITE GUANDU, 2018; SEMADS, 2001).

O municipio de Paracambi possui uma area de 179,6 km? tem 100% do seu territorio
inserido na bacia hidrografica do rio Guandu, com 47.124 habitantes (0,6 % do total) (COMITE
GUANDU, 2018). Paracambi possui 60% do esgoto coletado, mas ndo recebe tratamento e
36,28% nao ¢ tratado nem coletado (ANA, 2020). De acordo com o mapeamento analitico do
PERH-Guandu, o municipio de Paracambi possui 40,1-50% do uso do solo por areas antropicas
agricolas, a regido detém o 4° maior valor agregado bruto (VAB) agropecuario.

Diante do exposto acima € possivel observar o uso variado do solo nos municipios que
estdo inseridos parcialmente ou totalmente na bacia hidrografica do rio Guandu, como praticas
agricolas intensivas que requerem um maior uso de agrotoxicos, gerando uma contaminagio do
solo e podendo em alguns casos contaminar aguas superficiais e subterraneas através do
processo de lixiviagdo (GAVRILESCU et al., 2015). Em areas rurais ha também a ocorréncia
de atividades de pecuaria, com utilizagdo de medicamentos veterinarios que podem causar o
mesmo tipo de contaminagdo. Além disso, o descarte de esgoto bruto de diversos municipios
provenientes de areas urbanas e industriais diretamente neste manancial, também ¢é fonte de
poluentes para aguas superficiais e subterraneas.

A precariedade do sistema de coleta e tratamento de esgotos no Brasil, com grande parte
dos efluentes lancados in natura em mananciais, gera preocupagdes ainda mais alarmantes
(SNIS, 2019). O fato de muitos desses mananciais, como ¢ o caso de alguns pontos da bacia
hidrografica do Rio Guandu, serem fontes de 4gua para estacdes de tratamento de dgua e muitas
dessas substdncias ndo serem removidas em sua totalidade nos sistemas de tratamento
convencionais impacta diretamente na qualidade da agua para abastecimento publico, se
tornando um problema para a saide humana. Neste contexto, sdo extremamente necessarios
estudos nesta bacia que envolvam a analise de poluentes que podem comprometer a qualidade
da agua, atrapalhar o tratamento dela e gerar risco a saude publica.

2.2.2 Ocorréncia dos poluentes na bacia

De acordo com a analise panoramica de Branco e colaboradores (2021) sobre as bacias
hidrograficas brasileiras, as bacias localizadas nas regides Sul e Sudeste do Brasil, destacam-se
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por serem severamente afetadas pela presenga de poluentes, provavelmente por estarem
localizadas em regides que possuem as maiores densidades populacionais do pais. Na literatura
foram encontrados estudos realizados nos ultimos dez anos na bacia hidrografica do rio Guandu,
com andlise de inumeros poluentes presentes, como medicamentos humanos, hormoénios
sintéticos e naturais, surfactantes e plastificantes (DE ARAUJO et al., 2020; DIAS, 2014;
FERNANDES, 2019; FERREIRA, 2014; GONCALVES, 2012; MONTEIRO et al., 2018).

Gongalves e colaboradores (2012) analisaram a presenca de 23 contaminantes
emergentes, como farmacos (analgésicos, anti-inflamatorios, reguladores lipidicos e colesterol,
psiquiatricos, B-bloqueadores, antidiabéticos, anti-hipertensivo, anti-helmintico e antibioticos),
plastificante (bisfenol-a) e cafeina. Posteriormente, Ferreira (2014) também reportou a presenca
de trés medicamentos psiquiatricos na bacia, sendo um deles (diazepam) ja relatada a presenca
em concentragdes menores no estudo anterior. Dias (2014) relata a presenca de 16 poluentes,
entre eles farmacos (analgésicos, anti-inflamatdrios, reguladores lipidicos e antibioticos),
hormdnios naturais e sintéticos, e plastificantes. Monteiro e colaboradores (2018) avaliaram a
presenca de 46 residuos de antimicrobianos no rio Guandu e na dgua potavel de diversos pontos
do estado do RJ, sendo encontrados 16 antimicrobianos de diferentes classes (fB-lactamicos,
sulfonamidas e macrolideos). Posteriormente, Fernandes (2019) realizou um monitoramento
nas aguas do Rio Guandu, Rio Pirai e Rio Paraiba do Sul, e na 4gua de abastecimento (agua
potavel) da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro de diferentes poluentes emergentes
(horménios, bisfenol-a e cafeina), sendo a frequéncia de ocorréncia dos poluentes emergentes
na agua tratada idéntica a do ponto de coleta mais proéximo a captagio de agua bruta do Guandu.
Ainda mais recentemente, Aratjo e colaboradores (2020) avaliaram a presenca de disruptores
enddcrinos como bisfenol-A, ftalato de dietila, 4-nonilfenol, benzofenona e derivados de
plastificantes, surfactantes e produto de cuidados pessoais, respectivamente. Os autores
reportaram niveis de concentragdo elevados para os analitos investigados e destacaram a
necessidade de avaliagdo sobre a presenga desses poluentes na agua potavel.

As aguas do rio Guandu sdo destinadas ao consumo humano, portanto os niveis
permitidos para a presenca de certas substancias e/ou contaminantes devem ser os mais baixos
e restritivos quando comparados aos demais mananciais. Entretanto, os mais variados estudos
ja realizados na bacia, destacam a presenca de inimeros poluentes de diversas classes de uso,
que ndo tem limites definidos quanto a presenga na legislagdo brasileira para monitoramento
em aguas superficiais. Dentre os possiveis poluentes presentes na bacia que ainda ndo foram
identificados, se destaca o fipronil, um dos inseticidas mais consumidos no Brasil, banido em
diversos paises e presente em corpos d'agua em diversos paises, inclusive no Brasil.
Recentemente houve uma manifestagdo de preocupagdo com esse inseticida, ao ser incluido na
legislagao brasileira para monitoramento em agua para consumo humano (BRASIL, 2021).
Entretanto, ele ainda ndo ¢ regulamentado pela legislacao responsavel pela qualidade da agua
superficial (Resolugao n°® 357/2005 do CONAMA), fazendo-se necessaria a avaliagdo da
presenca de fipronil em um manancial responsavel pelo abastecimento da 2* maior regido
metropolitana do pais (RJ), o rio Guandu.

2.3 Fipronil

Fipronil, ¢ um inseticida pertencente a classe quimica dos fenilpirazois (Figura 3), e
possui também propriedades cupinicida e formicida (MAPA, 2021). Foi descoberto pela
Rhoéne-Poulenc em 1987, apresentado em 1993 (GUNASEKARA et al.,2007) e registrado para
uso no Brasil em 1994 (BRASIL, 2020). Desde entao vem sendo utilizado em diversos paises
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para controlar pragas agricolas e ndo agricolas (TINGLE et al., 2003). Atua no controle de
diversas pragas como pulgodes, gafanhotos, besouros, formigas, baratas, cupins, pulgas e
carrapatos, sendo comumente utilizado em setores agricolas, pecudrios, industriais e
residenciais (OKUMURA et al., 2016; TESTA et al., 2019).

Figura 3 - Estrutura quimica do fipronil.

O fipronil atua no sistema nervoso central do inseto, bloqueando a passagem de cloretos
através dos receptores do acido gama amino butirico (GABA), causando hiperexcitagéo,
convulsoes, paralisia, até a morte dos insetos (SIMON-DELSO et al., 2015). Sua especificidade
para insetos deve-se a sua maior afinidade de ligagdo para os receptores GABA de insetos
comparados aos dos vertebrados, o que o torna altamente eficaz contra muitas pragas que
desenvolveram resisténcia a outros inseticidas classicos, como piretroides, carbamatos e
organofosforados (GUNASEKARA et al., 2007).

As formulagoes de fipronil sdo frequentemente apresentadas sob a forma de isca para
insetos, liquidos, pds e granulos soluveis em agua, microgranulos, emulsdes aquosas, spray e
solugdes concentradas destinadas a animais de companhia e de produgcio (MAGALHAES et
al., 2018).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de cana-de-agiicar do mundo, e o fipronil ¢ um
dos principais agrotoxicos utilizados no cultivo (MOUTINHO et al., 2020), sendo também
utilizado em culturas de batata, milho, algoddao, amendoim, arroz, cevada, feijao, girassol,
eucalipto, soja e trigo (ANVISA, 2020). Em 2019, foram comercializadas no Brasil 563 mil
toneladas de agrotoxicos (ingrediente ativo), sendo aproximadamente 1.934 mil toneladas de
fipronil (IBAMA, 2019). De acordo com dados do MAPA, atualmente existem 74 produtos
comerciais formulados com fipronil (ingrediente ativo) para venda no mercado brasileiro com
uso agricola (MAPA, 2021), para uso veterindrio existem 18 produtos comerciais disponiveis
para venda (SINDAN, 2021).
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Em 2018, o fipronil (ingrediente ativo) foi o 7° inseticida com maior nimero de vendas
internas no Brasil (IBAMA, 2019), podendo ser correlacionado com dados apresentados no
Programa de analise de residuos de agrotoxicos em alimentos (PARA) coordenado pela
ANVISA, onde ha o monitoramento dos niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos de
origem vegetal consumidos pela popula¢do. Dados do relatorio de 2017-2018 relatam a
presenca de fipronil como um dos agrotoxicos detectados em culturas no qual ele ndo ¢
autorizado para uso como tomate, alface, pimentao ¢ abacaxi (ANVISA, 2019).

2.3.1 Toxicidade do fipronil

A exposicao humana (exposi¢des ambientais ¢ ocupacionais) ao fipronil pode ocorrer
por ingestdo, inalagdo e contato dérmico. Ensaios de toxicidade demonstraram que fipronil é
considerado téxico para mamiferos por ingestao, apresentando uma DLso oral em ratos de
97mg/kg e uma DLso de 95 mg/kg em camundongos. E levemente toxico por via dérmica para
ratos, com uma DLsp maior que 2000 mg/kg ¢ 354 mg/kg em coelhos devido a sua baixa
penetrabilidade dérmica (GUNASEKARA, 2007; USEPA, 1998). Pode causar leve irritagdo na
pele e média irritagdo ocular que geralmente desaparece em 24 horas. E moderadamente toxico
por inalagdo com CLso de 0,390 a 0,682 mg/L em ratos. Sua toxicidade cronica foi avaliada a
partir da administracdo de fipronil na dieta de ratos por 52 semanas. A menor dosagem a
apresentar efeito toxico foi de 0,059 mg/kg/dia para machos e 0,078 mg/kg/dia para fémeas.
Dentre os efeitos observados incluem aumento da incidéncia de convulsdes e morte, alteracao
proteica e alteragdes nos niveis do hormonio tireoidiano (USEPA, 1998).

Esse amplo espectro de uso do fipronil torna a exposi¢do ambiental ¢ humana quase
inevitavel, e diversos estudos foram realizados e comprovaram sua toxicidade sobre inimeros
organismos ndo alvos, como a toxicidade para abelhas (PISA ef al., 2017, 2015), insetos
terrestres benéficos (DE MORALIS et al., 2016; GOLS; WALLISDEVRIES; VAN LOON,
2020; PISA et al., 2017) e invertebrados aquaticos (HANO et al., 2019; OVERMYER et al.,
2007; PARK et al., 2020).

Recentes estudos em animais ou células sugerem que fipronil ¢ capaz de induzir a
genotoxicidade (BADGUJAR et al., 2017), neurotoxicidade (QIAN et al., 2019), toxicidade
reprodutiva (BAE; KWON, 2020; BARROS et al., 2017), disfungao tireoidiana (HERIN et al.,
2011), hiperatividade (KOSLOWSKI et al., 2020) e dano oxidativo (WANG et al., 2016) ¢
potencial carcinogénico (USEPA, 1998).

Devido aos relatos de toxicidade para o meio ambiente e para a saide humana, com o
decorrer do tempo o fipronil tem sido restringido em diversos lugares, como na China, nos
Estados Unidos, na Europa e na América do Sul (BEASLEY, 2020). Como exemplo, no Reino
Unido foi banido para uso agricola em 2017 (EUROPEAN COMISSION, 2019), sendo
permitido somente o uso veterinario e uso domissanitario, (PERKINS et al., 2021). No Uruguai
foi cancelado o uso agricola, permanecendo apenas as formulagdes formicidas, e restringindo a
concentracao das formulagdes de uso veterinario (URUGUALI 2012). Nos Estados Unidos, o
fipronil ndo ¢ registrado para uso na agricultura no estado da Califérnia (GUNASEKARA,
2007). Enquanto no Brasil, a tnica restri¢ao imposta ¢ a proibi¢ao de aplicacdo aérea em areas
agricolas (BRASIL, 2012).

2.3.2 Produtos de degradacio do fipronil
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Fipronil nao ¢ estavel no meio ambiente, podendo sofrer oxidagao, reducao, hidrolise e
fotolise para formar fipronil sulfona, sulfeto, amida e dessulfinil, respectivamente
(GUNASEKARA et.al., 2007). Seus principais produtos de degradagao estdo demonstrados na
Figura 4.

Figura 4 - Estruturas quimicas do fipronil e seus produtos de degradagio.
Fonte: Adaptado de RAFAELLA TOMAZINI et al., (2020).

Os produtos de redugdo, oxidagdo e fotdlise sdo formados através de reagdes do grupo
sulfoxido do fipronil e o produto de hidrolise é gerado por reacdo do grupo nitrila, em meio
alcalino (SINGH et al., 2021).

A degradagao do fipronil depende muito das condi¢des ambientais da area de aplicacao,
de varios fatores, como pH, conteido organico, umidade, disponibilidade de oxigénio,
intensidade da luz solar e da presenga de microrganismos (SINGH et a/., 2021). Fipronil possui
alta afinidade pela matéria organica natural presente na agua e sedimentos, sendo mais
suscetivel a fotodegradagdo do que a hidrdlise, exceto sob condigoes alcalinas
(GUNASEKARA et al., 2007). Em solugdes aquosas, na presenca de luz solar, o fipronil tem
um tempo de meia vida (ti2) rapido de 3,6 h (ZHAO, 2005), e o ti2 dos principais metabolitos
sd0 13 h para fipronil sulfona e quase 40 h para o fipronil dessulfinil (EFSA, 2006). A
degradacao do fipronil foi estudada em solugdo aquosa na auséncia de luz e em diferentes tipos
de pH, se apresentando estavel com t1/2 superior @ 100 dias, em meio acido (pH=5) ou neutro
(pH=7), no entanto, em condicdes alcalinas possui um t> de 32 dias a 2,4 hora, sendo a taxa de
hidroélise diretamente proporcional ao pH (GUNASEKARA et al., 2007; ZHAQ, 2005).

Fipronil dessulfinil e fipronil sulfona sdo um dos produtos de degradagdo mais
comumente encontrados em ambientes aquaticos (GUNASEKARA et al., 2007) enquanto
fipronil dessulfinil ¢ formado exclusivamente por processos de degradagdo fotolitico, fipronil
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sulfona pode ser formado por processos quimicos mediados ou ndo por microrganismos
(MICHEL et al., 2016).

Além disso, alguns dos derivados do fipronil (sulfona, sulfeto e dessulfinil) sdo mais
toxicos para varios invertebrados (SADARIA er al., 2019), algumas aves, peixes (USEPA,
1996) ou ratos (USEPA, 1998) do que o proprio fipronil (WESTON; LYDY, 2014).

Os metabolitos sulfeto, sulfona e dessulfinil também atuam no receptor GABA e sio
biologicamente ativos, enquanto fipronil amida ndo tem nenhuma agdo no sitio receptor GABA
e ndo ¢ considerado um metabolito ativo (RAVETON et al., 2007).

Fipronil sulfona (Figura 5), proveniente da via oxidativa, ¢ considerado seis vezes mais
potente que o fipronil no bloqueio dos canais de cloro dos vertebrados (LACROIX et al., 2010).
O fipronil sulfona foi relatada como o principal metabdlito formado no processo de oxidagéo
do fipronil em agua. Comparado ao fipronil, fipronil sulfona tem maior persisténcia ambiental
(QU et al., 2016) e toxicidade para organismos aquaticos do que o proprio fipronil e uma
afinidade 20 vezes maior no bloqueio de receptores GABA em mamiferos, sendo menos
seletivo na ligacdo aos receptores GABA dos insetos do que o fipronil. Um estudo realizado
em agua de campos de arroz indica que o fipronil € primeiramente transformado em fipronil
sulfona e depois em outros produtos (THUYET; WATANABE; OK, 2013).

Figura 5 - Estrutura quimica do fipronil sulfona.

2.3.3 Propriedades fisico-quimicas do fipronil e fipronil sulfona

De acordo com as propriedades fisico-quimicas descritas na Tabela 1, o fipronil possui
elevado valor de coeficiente de particao (Kow=3,7) e de coeficiente de adsor¢@o no solo (Koc=
825), e baixa solubilidade em agua (3,8 mg/L), conferindo-lhe um carater hidrofébico com
baixo potencial de lixiviagao e forte adsor¢ao no solo, além de uma maior lipossolubilidade, o
que torna um elevado risco para os organismos devido a sua tendéncia lipofilica, podendo
ocorrer uma bioacumulagdo em lipidios (DEMOLINER, 2008).

Apesar de demonstrar caracteristicas hidrofobicas, possui grupamentos capazes de
realizar ligacdes de hidrogénio, permitindo também interagdes hidrofilicas (SCHEEL;
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TEIXEIRA TARLEY, 2020). Fipronil apresenta uma baixa tendéncia de volatilizacdo da agua
para o ar, valor da constante de Henry é de 2,3 x 10 Pam?/mol e possui uma baixa pressio de
vapor (2,0 x 10 Pa), indicando um baixo potencial para volatilizagio do solo para o
compartimento atmosférico (GUNASEKARA et al., 2007).

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do fipronil e fipronil sulfona.

5-amino-1-[2,6-dicloro-4- 5-amino-1-[2,6-dicloro-
(trifluormetil)fenil]-4-  4-(trifluormetil)fenil]-4-

Nome [UPAC (trifluormetilsulfonil)pira  [(trifluormetil)sulfonil]-
zol-3-carbonitrila pirazol-3-carbonitrila
Massa molecular (MM) 437,1 g/mol 453,1 g/mol
Formula molecular C12H4Cl2FsN4sOS C12H4ClF6N4O2S
Solubilidade em H>O 3,78 mg/L [1] 0,16 mg/L [5]
Temperatura de degradacao 230°C [2] N.E.
pKa 5,9 N.E.
Constante de Henry
2,31 x 10%(25°C) [1 .E.
(Pam?/mol) 31X 1072570 1] N
Pressdo de vapor
mPa (20° C) 0,002[2] N.E.
Coeficiente de partigao
3,751 4,42[4
(log Kon) [1] [4]
Coeficiente de adsor¢ao no
s0l0 (Ko) 803 [3] 2511 [3]

N.A. —ndo se aplica; N.E. — ndo encontrado
(UE, 2011);2(IUPAC, 2021);>(GUNASEKARA et al., 2007); 4(RSC, 2021);3(FAO,
2001);°(ACD/LABs,2022).

O produto de degradacao fipronil sulfona apresenta uma menor solubilidade em agua
(0,16 mg/L) que o fipronil. Possui um maior carater lipofilico (Kow=4,42), possuindo uma maior
tendéncia a bioacumulagdo e apresenta uma maior adsor¢@o ao solo do que o fipronil (Ke=
2511). A volatilizagdo do fipronil sulfona ndo foi relatada na literatura, entretanto se espera que
ele seja volatilizado porque sua estrutura molecular ¢ semelhante a do fipronil.

2.3.4 Ocorréncia de fipronil e seus produtos de degradacio em matrizes aquaticas

A quantidade de trabalhos de monitoramento ambiental publicados nos ultimos anos,
retratam a crescente preocupagdo da contaminagdo de diferentes compartimentos aquaticos por
fipronil. Estudos recentes relataram a presenca de fipronil em aguas superficiais na China (LI
et al., 2019), Japao (HANO et al., 2019), Alemanha (MICHEL et al., 2016), EUA (BUDD et
al.,2015; MCMAHEN et al., 2016; MONTIEL-LEON et al., 2018; WU et al., 2015), Holanda
(TENNEKES, 2018) ¢ Vietna (CHAU et al., 2015; WAN et al., 2021). Além da ocorréncia de
fipronil em aguas superficiais, também podem ser encontrados relatos sobre sua quantificagdo
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em aguas residuais, escoamento residencial (BUDD et al., 2015; CRYDER et al., 2019; GAN
et al., 2012), lodo de esgoto (SADARIA et al., 2019) e em enxague de cdes tratados com
formulagdes topicas (DYK et al., 2012; TEERLINK; HERNANDEZ; BUDD, 2017).

No Brasil, relatos da ocorréncia de vestigios de fipronil foram reportados em trés regides
distintas no Brasil, no estado do Rio Grande do Sul (Regido Sul) em aguas superficiais
(MARCHESAN et al., 2010), no estado de Sao Paulo (Regido Sudeste) em aguas superficiais
e agua potavel (BARIZON ef al., 2020; MONTAGNER et al., 2019; SCHEEL; TEIXEIRA
TARLEY, 2020) e no estado do Mato Grosso do Sul (regido centro-oeste) em aguas superficiais
(SPOSITO et al., 2018). As regides brasileiras onde fipronil ja foi monitorado acumulam
problemas ambientais tipicos de um pais em desenvolvimento, relacionados com o saneamento
deficiente, onde nem todas as dguas residuais sdo devidamente tratadas antes de serem lancadas
nas aguas superficiais. Porém no estado do RJ, especificamente na bacia hidrografica do
Guandu, nao ha relatos de avaliagdo da presenca de Fipronil.

2.3.5 Métodos analiticos para determinacao de fipronil em matrizes aquaticas

A avaliacdo da qualidade da dgua depende fortemente de métodos analiticos viaveis e
confiaveis. A seguir sera fornecida uma revisao abrangente para resumir o progresso recente na
determinacao de fipronil em aguas superficiais.

Para determinag@o de agrotoxicos em matrizes tdo complexas como aguas superficiais
¢ necessario o emprego de metodologias analiticas com adequada precisdao, exatidao,
seletividade e sensibilidade. E apesar dos avangos da instrumentac¢do analitica, o preparo de
amostra ¢ determinante para o sucesso do processo de andlise, tendo como objetivo, além de
eliminar possiveis interferentes da matriz, também concentrar os analitos, diminuindo
significativamente o limite de detec¢do (LD) mesmo usando instrumentagdes analiticas
convencionais como HPLC-DAD, para analises quimicas (BORGES; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015; NASIRI; AHMADZADEH; AMIRI, 2020).

O preparo de amostra requer etapas de extracdo, pré-concentragdo, eliminagdao de
interferentes para aumentar a sensibilidade e seletividade analitica, previamente a andlise
instrumental (NASIR]; AHMADZADEH; AMIRI, 2020).

A etapa do preparo de amostra deve ser otimizada visando a obten¢do de resultados
precisos e exatos. Além disso, a técnica de preparo deve ser rapida, de baixo custo, facil
execucgdo e compativel com a instrumentacao analitica empregada (BORGES; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015). As técnicas recentes para quantificagdo de agrotoxicos em matrizes
aquaticas buscam a automagdo por meio do acoplamento do processamento de amostra ao
sistema de deteccdo, aplicagdo de sorventes avangados e técnicas com menor impacto
ambiental, com a redugdo de solventes. Entretanto, novas técnicas de processamento de
amostras ndo devem ser apenas ambientalmente amigaveis, devem ser caracterizadas pela
simplicidade ¢ eficiéncia de desempenho, baixo custo ¢ baixo tempo de analise (NASIRI;
AHMADZADEH; AMIRI, 2020). Dentre as técnicas mais comumente utilizadas para extragao
e/ou pré-concentragdo de compostos presentes em matrizes liquidas estdo: Extracdo Liquido-
Liquido (ELL) e Extragcdo em Fase Solida (SPE, Solid-phase extraction).

A ELL ¢ uma técnica classica de preparo de amostra que ¢ muito utilizada em analises
de diversos tipos de substancias presentes em matrizes liquidas sendo capaz de obter extratos
limpos e alta seletividade para alguns analitos. O mecanismo de separagao se da pela parti¢ao
da amostra entre duas fases imisciveis (organica e aquosa) ¢ a eficiéncia da extragdo depende
da afinidade do soluto pelo solvente de extragdo, da razdo das fases e do nimero de extragoes.
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Esta técnica apresenta vantagens como simplicidade e possibilidade de utilizagao de diversos
solventes que abrangem uma ampla faixa de solubilidade e seletividade. Dentre as desvantagens
da técnica estdo a dificil automacgdo; possiveis perdas do analito causadas pela extrago parcial,
e o grande volume de solvente utilizado (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A SPE consiste em uma técnica baseada nos mecanismos de separa¢do da cromatografia
liquida classica: adsorgdo, particdo (normal e reversa), troca i6nica e exclusao por tamanho.
Dentre as fases solidas disponiveis no mercado estao as fases polares como silica gel, alumina
e florisil; as apolares como octadecil (Cis), octil (Csg), ciclohexil, fenil e ciano; e i6nicas como
acido carboxilico, acido sulfonico, amino (NHz) e amina quaternaria, as fases especiais como
as de reconhecimento molecular, as fases mistas e as fases poliméricas (LANCAS, 2004).

A SPE apresenta vantagens quando comparada a ELL no que diz respeito a gasto de
solvente, tempo e simplicidade no manuseamento, tornando possivel o processamento da
amostra diretamente no campo (NASIRI; AHMADZADEH; AMIRI, 2020). Pode ser utilizada
tanto para o isolamento do analito quanto para o isolamento da matriz. Quando se deseja isolar
o analito, utiliza-se fase estacionaria que tenha capacidade de reter o analito que sera
posteriormente eluido com solvente que tenha forga eluotropica suficiente para carrea-lo. Esse
tipo de operagdo possibilita a remogdo dos interferentes (que nao tem afinidade pela fase
estacionaria), além da concentragdo do analito a partir da adicdo de grandes volumes de
amostras e elui¢do com volumes reduzidos de solvente (LANCAS, 2004). SPE ¢ atualmente
um dos métodos de extragdo mais difundidos para o pré-tratamento de amostras ambientais
(NASIRI; AHMADZADEH; AMIRI, 2020).

Para bons resultados em SPE ¢ necessario trabalhar com algumas etapas essenciais.
Primeiramente o condicionamento do cartucho que consiste na passagem de solvente
apropriado para ativacdo da fase estacionaria. Posteriormente, segue-se a etapa de adicdo da
amostra que deve ser feita de forma quantitativa em fluxo lento para obtengdo de bons
resultados de recuperacdo. Em seguida, realiza-se a etapa de remocgéao dos interferentes também
chamada de lavagem que deve ser feita com solvente que ndo remova o analito. E finalmente a
eluicdo do analito que deve ser feita com solvente de maior forga de eluicao preferencialmente
com pequenos volumes para evitar a dilui¢do do analito (LANCAS, 2004).

Os métodos descritos na literatura para analise de fipronil em aguas superficiais (Tabela
2) utilizam mais comumente como métodos de extracdo a SPE em diferentes fases estacionarias
(MONTAGNER et al., 2014, MICHEL et al., 2016, MCMAHEN et al., 2016, MONTIEL-
LEON et al., 2018, SPOSITO et al., 2018, LI et al., 2019, HANO et al., 2019, WAN et al.,
2021). Além da SPE, a ELL também foi relatada (WU et al., 2015; BUDD et al., 2015), sendo
utilizada em métodos que utilizam a técnica analitica de cromatografia gasosa (GC, Gas
Chromatography).

A GC e a cromatografia liquida (LC, Liquid Chromatography) sdo as duas técnicas
cromatograficas mais utilizadas na analise de fipronil e seus metabodlitos em matrizes aquaticas
conforme demonstrado na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 - Métodos analiticos descritos na literatura nos ultimos seis anos para analise de
fipronil em matrizes aquaticas.

P;f;gf::&;l ¢ ;leaclll,ltlic; Detector Matriz Referéncia
ELL
Secagem GC ECD Agua superficial Wu et al., 2015
Cleanup SPE
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ELL

Secagem GC MS Agua superficial Budd et al., 2015
(rotaevaporador)
Diferentes tipos de
fontes de agua para
SPE consumo humano
S GC MS (superficial, Ch;g le St*al. ’
ccagem subterranea,agua
potavel,agua de chuva
etc.)
SPE < . Barizon et al.,
Secagem N GC MS/MS Agua superficial 2019*
SPE LC MS/MS Agua super'ﬁc1a1 Montagner*et al.,
Secagem N Agua potavel 2014
SPE . . Michel et
Secagem N LC MS/MS Agua superficial al. 2016
SPE Efluentes McMabhen et al.
L MS/M , . ’
Secagem N, ¢ SIMS Agua superficial 2016
. Agua superficial Montiel-Léon et
SPE online LC MS/MS Agua encanada al., 2018*
SPE < . Sposito et al.,
Secagem Na LC MS/MS Agua superficial 2018*
SPE ‘ . . x
LC MS/MS Agua superficial Lietal, 2019
Secagem N>
SPE . . Hano et al.,
Secagem N LC MS/MS Agua superficial 019"
Agua da chuva, agua
subterranea, agua Scheel et al.,
SDME LC DAD superficial e lagos 2020°
artificiais
SPE A ficial .
LC MS/MS gua superticia Wan et al., 2021
Secagem N> Agua potavel

*método para analise de multiresiduos. GC — cromatografia gasosa; LC — cromatografia liquida; ELL — extracdo
liquido-liquido; SPE — extragdo em fase solida; SDME - microextragdo em uma Unica gota.

A determinagdo de fipronil e seus metabodlitos em amostras de aguas superficiais ja foi
descrita utilizando a técnica analitica de GC com detec¢do por captura de elétrons (ECD,
Electron Capture Detection) (WU et al., 2015) e por espectrometria de massas (MS, Mass
spectrometry) (BUDD et al., 2015; CHAU et al., 2015). Ja Barizon e colaboradores (2019)
utilizaram a técnica de GC-MS/MS para determinagdo do fipronil e seus metabdlitos em
analises multiresiduos, em diferentes fontes de agua usadas para consumo humano (agua de
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superficie, agua subterranea, agua do ponto de entrada de ETA, agua de superficie tratada
quimicamente em residéncia, agua de coleta de chuva e agua engarrafada).

A técnica GC-ECD ¢ utilizada na determinagdo de fipronil e seus metabdlitos devido a
presenca de halogénios (F e Cl) na molécula, que causam uma supressdo no fluxo de elétrons
levando a formagao do sinal no detector. Entretanto a técnica pode gerar resultados conflitantes
em virtude da presenca de outros compostos, com caracteristicas quimicas semelhantes ao
fipronil e que podem coeluir junto com o analito, causando um resultado tendencioso na
quantificagdo (LI et al, 2020). A técnica de GC-MS com ionizagao por elétrons (EI, Electron
lonization) supera essa limitacdo da deteccdo cromatografica por ser uma técnica capaz de
realizar a determinacdo de fipronil e seus metabolitos, pois considera os modos de varredura da
espectrometria de massas (fi/l scan) e o modo de monitoramento do ion selecionado - (SIM,
Select lon Monitoring). No modo full scan é possivel analisar todos os ions presentes em uma
amostra e no modo SIM ¢ possivel detectar apenas os ions selecionados pelo analista. A juncao
destes dois modos na GC-MS ¢ importante ¢ fundamental para auxiliar na identificacdo das
substancias de interesse, tornando a identificagdo precisa e facilitando a deteccdo e
quantificagdo do (s) analito (s) na matriz de interesse (DA SILVA; COLLINS, 2011).

Recentemente tornou-se mais comum a utilizagio da GC-MS/MS em analise
multiresiduos de agrotoxicos, por oferecer um aumento na sensibilidade e seletividade,
permitindo a determinacdo de residuos de agrotdxicos de diferentes classes em uma tUnica
corrida cromatografica. A melhoria da sensibilidade e seletividade da técnica de GC-MS/MS
se deve a utilizagdo de um analisador do tipo triplo quadrupolo, onde pode ser aplicado o
monitoramento seletivo de reagdo (SRM, Selected Reaction Monitoring). Nesse modo, a cada
analise de compostos de interesse ¢ feito o monitoramento da fragmentacdo de ions precursores
selecionados no primeiro quadrupolo e seus correspondentes ions produtos (HERNANDEZ et
al., 2013).

No entanto, a selegdo do método mais adequado para analise de agrotoxicos deve ser
pautada nao so nas propriedades fisico-quimicas dos compostos, mas também no objetivo do
estudo, isto ¢, na matriz onde o analito alvo esta presente. As técnicas baseadas em separagdes
cromatograficas por GC ou LC podem ser aplicadas para analise de fipronil, devido ao analito
ser volatilizavel e termicamente estavel podendo ser analisado por GC e por possuir
caracteristicas estruturais que conferem uma baixa polaridade permitindo a analise também por
LC (Figura 6). Entretanto, a analise de agrotoxicos, como o fipronil, em matrizes aquosas por
GC requerem um processo de preparo de amostra mais extenso e demorado devido a
inadequacao das amostras de agua nesse sistema.

21



Figura 6 - Faixa de aplicagdo da LC e GC para determinacao de agrotoxicos baseados em
suas propriedades fisico-quimicas de polaridade e volatilidade. Fonte:
Adaptado de DA SILVA; COLLINS (2011).

O emprego da técnica de HPLC-DAD para analise de fipronil e outros agrotoxicos em
agua da chuva, agua subterranea, agua superficial e lagos artificiais foi descrita por Scheel e
colaboradores (2020). Entretanto, apesar de ser uma técnica mais acessivel, utilizada para
analise de diferentes compostos em analises ambientais, possui uma baixa sensibilidade,
quando comparada com outras técnicas como MS. Portanto, um processamento de amostra
elaborado ¢ indispensavel para determinagao de agrotoxicos em niveis de tragco por HPLC-DAD
(NASIRI; AHMADZADEH; AMIRI, 2020).

O avango das técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica, tais como a ionizagao quimica
a pressdo atmosférica (APCIL, Atmospheric pressure chemical ionization), fotoionizacdo em
pressao atmostérica (APPI, Atmospheric pressure photoionization) e ionizagdo por electrospray
(ESL, Electrospray lonization), permitiu a unido efetiva e viavel de duas excelentes técnicas
analiticas a LC com a MS, tornando-as um método viavel para uma grande variedade de
matrizes, com destaque para matrizes aquosas (PEREIRA ef al., 2005). A LC-MS apresenta
algumas vantagens, em relagdo a GC-MS devido uma maior simplicidade na preparagdo da
amostra, tempo de analise e uma menor fragmenta¢do da molécula pois as interfaces a pressao
atmosférica oferecerem uma ioniza¢do mais branda do que a EI, comumente utilizada na GC.

No entanto a LC com deteccdo por massas sequencial (MS/MS) ¢ a técnica mais
utilizada para determinagdo do fipronil e seus produtos de degradacio (MCMAHEN et al.,
2016; MICHEL et al., 2016) e para determinagdo de fipronil em analises multiresiduos (HANO
et al., 2019; LI et al., 2019; MONTAGNER et al., 2014; MONTIEL-LEON et al., 2018;
SCHEEL; TEIXEIRA TARLEY, 2020; SPOSITO et al., 2018; WAN et al., 2021).

Analises multiresiduos em matrizes complexas como aguas superficiais requerem
técnicas de preparo de amostra que garantam a eliminacao de possiveis interferentes da matriz
que possam afetar a identificac@o e a quantificag@o, que apresentem excelentes recuperagdes
para compostos que possuem propriedades fisico-quimicas diferentes e que permitam a pré-
concentracao dos analitos. Assim sendo, o amplo uso da técnica de SPE seguida de etapa de
concentragdo ¢ analise por LC-MS/MS se justificam para este tipo de analise (HANO et al.,
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2019; LI et al., 2019; MONTAGNER et al., 2014; MONTIEL-LEON et al., 2018; SCHEEL;
TEIXEIRA TARLEY, 2020; SPOSITO et al., 2018; WAN et al., 2021).

Para analise somente do fipronil e fipronil sulfona, um preparo de amostra adequado
aliado a metodologias analiticas mais simples, com uma menor seletividade e sensibilidade
intrinseca pode ser suficiente para garantir um método analitico confiavel que atenda aos
critérios de aceitacdo dos guias de validagdo e que apresente vantagens como custo, rapidez e
facilidade de execucdo para serem aplicados em analises de rotina de amostras de aguas
superficiais. Neste contexto, a técnica de SPE seguida de etapa de concentragdo e analise por
LC-MS pode ser uma alternativa viavel para o objetivo deste trabalho, até o momento a técnica
de LC-MS nio foi descrita na literatura para analise de fipronil e fipronil sulfona em aguas
superficiais.

2.4 Validacao Analitica

A identificacao e a quantificacao de residuos de farmacos e agrotdxicos em ambientes
aquaticos tém sido cada vez mais frequentes. Dados analiticos sem confiabilidade podem levar
a interpretagdes e decisdes equivocas. Portanto, a etapa de validagdo do método analitico € uma
etapa importante para se obter credibilidade analitica do método selecionado, através da
utilizacdo de ferramentas estatisticas que possam garantir e comprovar que os resultados estao
proximos do valor real (LEITE, 2008). De acordo com a ISO/IEC 17025 métodos
desenvolvidos em laboratorios, ou seja, ndo padronizados, devem ser validados, para garantir a
confiabilidade dos resultados.

Na literatura, ha a distin¢do de dois tipos de validagao: validacdo laboratorial e validagao
completa. A validagdo laboratorial ¢ usada para as etapas iniciais de desenvolvimento de
método e publicagdo de artigo em revistas cientificas, enquanto a validagdo completa envolve
todas as caracteristicas de desempenho e estudos interlaboratoriais e segue protocolos
internacionalmente reconhecidos (RIBANI et al., 2004).

Diversos fatores operacionais ou potenciais causas de variagdo devem ser incluidos nos
experimentos de validacdo, para prever as situagoes de rotina. As fontes de desvio de processo
sao contempladas pelos principais parametros de desempenho analitico: seletividade, exatidao,
precisdo, linearidade, limite de detecgdo, limite de quantificagdo e efeito matriz (Tabela 3).
Diversas organizagoes exigem a validacdo de métodos analiticos como um requisito
fundamental no credenciamento do laboratorio, entretanto os parametros avaliados podem ter
diferentes terminologias e caracteristicas, mas em sua maior parte, possuem O mesmo
significado, porém, descrito de maneira distinta para aplicagdes diferentes. E importante
enfatizar que alguns documentos regulamentares nao recomendam critérios de aceitagdo para
avaliacdo do processo de validacdo (ROZET et al., 2007).

Tabela 3 - Defini¢ao dos parametros de validagao.

Parametros Definicao

Capacidade do método de quantificar o analito na presenga

Seletividade de outros compostos da matriz (INMETRO, 2018).
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Efeito gerado pela presenca de interferentes na matriz, que
Efeito Matriz podem causar o aumento ou redugao do sinal, afetando o
resultado (INMETRO, 2018).

Concentragdo mais baixa de um determinado analito, que
Limite de detec¢do  pode ser considerada detectavel em um determinado nivel
confianca (USEPA, 2016).

Menor concentracao do analito em uma amostra que pode
ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis
(USEPA, 2018).

Limite de
quantificacao

Capacidade de obter resultados proporcionais a
Linearidade concentragdo do analito na amostra dentro de uma faixa
especifica (INMETRO, 2018).

Avalia a proximidade entre o valor medido e um valor de

Exatidao referéncia, aceito como referéncia (USEPA, 2018).

Grau de concordancia entre valores medidos, obtidos por
Precisao medi¢des repetidas, sob condig¢des especificadas (USEPA,

2018).

E uma medida da quantidade de variabilidade que o método
Robustez pode suportar sem perder confiabilidade (INMETRO,

2018).

Na area ambiental, os métodos padronizados para analise de contaminantes publicados
pela USEPA, contém diretrizes para a validacdo destes métodos (RIBEIRO et al., 2008). A
USEPA possui um protocolo que além de fornecer instrugdes para validacdo metodologica,
também fornece diretrizes para a aprovagdo de novos métodos para analitos inorganicos e
organicos em aguas residuais e potaveis (USEPA, 2018). No Brasil, os pardmetros de
desempenho recomendados para processos de validagdao intralaboratorial de métodos sao
determinados no documento INMETRO DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2018). Entretanto o
documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO possui carater orientativo, nao apresentando os
critérios de aceitacdo para cada parametro como no guia USEPA 8000 D (USEPA, 2018).

3 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia analitica
simples, seletiva e acurada, para determinagdo de fipronil e seu metabolito fipronil sulfona, em
matrizes tdo complexas como amostras de dguas superficiais provenientes da bacia hidrografica
do rio Guandu, Rio de Janeiro, Brasil.
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3.1 Objetivos Especificos

° Desenvolver uma metodologia analitica utilizando o procedimento de extra¢do em fase
solida (SPE) seguida da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS),
para analisar fipronil e fipronil sulfona em dguas superficiais;

° Demonstrar a confiabilidade dos resultados obtidos através da validacao da metodologia
desenvolvida;
° Aplicar a metodologia desenvolvida e validada para avaliar a ocorréncia de fipronil e

fipronil sulfona, em duas estagdes climaticas do ano com diferentes indices pluviométricos
(verdo e outono), em municipios ao entorno da bacia hidrografica do rio Guandu, em pontos
amostrais que impactam o principal sistema produtor de agua potavel para o estado do RJ.
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4 MATERIAL E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada no setor de Delineamento e Analises
Farmacéuticas do Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria
(DAFar/LQEPV), localizado no Departamento de Parasitologia Animal e na Central Analitica
Multiusuario do programa de pds-graduagao em Quimica (PPGQ) localizada no Instituto de
Quimica, ambos localizados na UFRRJ.

4.1 Instrumentaciio e Solventes

e Balanca analitica, modelo (Tecnal, Brasil);

e Bomba a vacuo (Tecnal, Brasil);

e Cartuchos de extragao Discovery 18-LT (500 mg, 3 mL) (Supelco, EUA);

e (Coluna cromatografica Luna C-18 (100 mm x 4,6 mm D.I.), com particulas de 3 um
(Phenomenex, EUA);

e (Concentrador rotativo a vacuo (Labconco, EUA);
e Condutivimetro (Ionlab, Brasil);

e Filtro de membrana PVDF (0,45 um) (Millipore, Canada);
e Gerador de Nitrogénio Geanius NM32LA (PEAK Scientific Instruments, EUA);
e Manifold a vacuo Visiprep SPE (Supelco, EUA);
e Potenciometro com eletrodo de vidro (Ionlab, Brasil);
e Sistema ultrapurificador de agua Master System (Gehaka, Brasil);
e Sistema LC-MS-2020 (Shimadzu, Japao);
e Termohigrometro (Incoterm, Brasil);
e Ultrassom (Ultronique, Brasil);

e 2-propanol grau LC (Sigma-Aldrich, EUA);

e Acectonitrila grau LC-MS (Sigma-Aldrich, EUA);

e Acido formico grau LC (Tedia, EUA);

e Hexano grau LC (Sigma-Aldrich, EUA);

e Metanol grau LC (Sigma-Aldrich, EUA);

e Padrao analitico Fipronil (teor 99,8%) (Sigma-Aldrich, EUA);

e Padrao analitico Fipronil Sulfona (teor 99,0%) (Sigma-Aldrich, EUA).

4.2 Metodologia Analitica

4.2.1 Selecao de amostras da matriz

Para a etapa de otimizagdo e validagdo do método, utilizou-se amostras de agua de
superficie, coletada no ponto de amostragem do rio Guandu (22°38'27,7 "S 43°42'47,2" W) no
municipio de Paracambi em janeiro de 2020 (verfo). Essas amostras foram processadas
utilizando a metodologia descrita no subitem “4.2.4. Processamento da amostra ¢ previamente
analisadas e avaliadas quanto a isen¢do de concentragdes acima do LD (Limite de detec¢ao)
para fipronil e fipronil sulfona.
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4.2.2 Preparo de solucdes analiticas

As solugdes estoques (SE) de fipronil e fipronil sulfona foram preparadas
individualmente na concentragdo de 1 g/L, por meio da pesagem de 25 mg de cada padrio
analitico com posterior diluicdo em 25 mL de acetonitrila, com concentracao final de 1 g/L.

A partir das SEs de 1 g/L foram preparadas solugdes de trabalho (ST) nas concentragdes
de 1000 pg/L (ST1) e 500 pg/L (ST2) para cada analito, utilizando acetonitrila como solvente.
Essas STs foram utilizadas para fortificagdo das amostras de agua superficial (branco da
amostra) empregadas nos ensaios de otimizacao e nas etapas de validagao. Todas as solugdes e
amostras fortificadas foram preparadas em baldes volumétricos, e depois foram acondicionadas
em frascos de vidro ambar com batoque e armazenadas a temperatura de -20°C.

4.2.3 Processamento da amostra de agua superficial

O processamento da amostra foi realizado conforme representado na Figura 7, as
amostras de agua coletadas foram previamente filtradas em filtro de membrana PVDF (0,45
pum) para remogao de particulas em suspensdo. A extragdo foi realizada em cartuchos Discovery
18-LT (500 mg, 3 mL) conectados ao manifold a vacuo Visiprep SPE. Os cartuchos foram
ativados com 5 mL de metanol seguido de 5 mL de agua ultrapura e apés a ativagio foi realizada
a transferéncia da amostra de agua de superficie

Figura 7 - Esquema de processamento das amostras de agua superficial.
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(100 mL) através de tubo de poliuretano com vazao de 1,5 mL/min (-35 kPa). Em seguida, os
cartuchos foram submetidos a vacuo (-50 kPa) por 15 min para remover a dgua do leito sorvente.
Na etapa de eluicdo foram utilizadas duas aliquotas de 1,0 mL de uma mistura de n-hexano:2-
propanol (3:1, v/v). O eluato foi coletado em tubos de centrifuga de polipropileno e evaporado
a secura em concentrador rotativo a vacuo. O residuo foi reconstituido em 200 pL de acetonitrila
e analisado por LC-MS.

4.2.4. Analises cromatograficas dos padroes e amostra por LC-ESI-MS

A técnica de LC-ESI-MS foi realizada utilizando o equipamento LCMS-2020,
Shimadzu disponibilizado pela Central Analitica Multiusuario do PPGQ/IQ/UFRRJ. Sendo
esse sistema (Figura 8) constituido de:

Bomba binaria (LC-20AD);

Amostrador automatico (SIL-10AF);

Controlador de sistema LC (CBM-20A);

Forno para coluna (CTO-20A);

Detector PDA (SPD-M20A);

Espectrometro de massa LCMS-2020 com analisador de massa Quadrupolo Unico;
Software Labsolutions LC-MS.

Figura 8 - Cromatdgrafo Liquido acoplado a Espectrometro de Massas (LCMS-2020,
Shimadzu).

O sistema LC-MS equipado com uma interface ESI foi operado em modo de ion
negativo. Os parametros como fluxo de gas nebulizador (N2): 1,5 L/min; bloco de aquecimento:
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200° C; temperatura DL (linha de dessolvatagdo): 250° C; tensdo da interface ESI (-5,0 kV) e
tensdo do detector: 1,1 kV, foram usados de acordo com as condigdes ja estabelecidas pela
Central Analitica Multiusuario do PPGQ/UFRRJ, portanto ndo sendo alterados. A separacdo
cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa Cig(100 mm x 4,6 mm x Spm,
Phenomenex), a temperatura do forno de 40 °C e o volume de injegdo de 20 pL.

Para otimiza¢do do método cromatografico diferentes modos de eluicao e a adigdo de
um modificador organico na fase modvel foram avaliados. Para realizacdo desta etapa foram
utilizados dois tipos de amostras, ambas contendo os analitos: solu¢do dos analitos em
acetonitrila e outra em matriz, sendo fortificada apds o processamento da amostra, de modo a
avaliar a separag¢do cromatografica e intensidade do sinal com e sem os interferentes presentes
na matriz. A amostra em solvente foi preparada na concentracdo de 100 pg/L para cada analito,
a partir da ST, utilizando acetonitrila como solvente. A amostra de agua superficial (matriz)
foi fortificada apds o processamento desta (item 4.2.3), utilizando a ST; para obtengdo de
concentrac¢des de 100 pg/L para cada analito.

Foram avaliados os modos de elui¢cdo gradiente e isocratico, utilizando uma fase movel
constituida por acetonitrila, 4gua ultrapura ou agua com acido férmico 0,05 %, com um fluxo
de 0,8 mL/min, a fim de avaliar a melhor condigdo de separacdo e a intensidade do sinal de
cada analito.

4.3 Valida¢ao do Método

Ap06s definicao das melhores condi¢des para analise e determinacao de fipronil e fipronil
sulfona em agua superficial, foi realizada a validagdo do método. Esse trabalho foi validado
segundo os critérios de qualidade globais de validagdo de ensaios de compostos organicos
descritos no método 8000D-Determinative chromatographic separations (USEPA, 2018) ¢ as
orientacdes recomendadas no Brasil para validagdo de métodos analiticos do documento
CGCRE-008 (INMETRO, 2018).

4.3.1 Seletividade

A seletividade foi verificada através da comparacao dos cromatogramas gerados por
uma amostra da matriz ndo fortificada e uma solucao padrao com concentracdo de 100 pg/L de
fipronil e fipronil sulfona. A seletividade do método foi assegurada pela auséncia de ions de
quantificagdo e confirmagdo no tempo de reten¢do dos analitos da matriz ndo fortificada.

4.3.2 Efeito matriz

Para verificag@o do efeito matriz, foram preparadas duas curvas analiticas distintas para
cada analito, uma em solvente (solugdo dos analitos em acetonitrila) e outra em matriz, sendo
fortificada apds o processamento da amostra.

Aliquotas de 100 mL de agua superficial passaram por todo o processo de extracao,
conforme descrito anteriormente e apds a evaporacdo o extrato seco foi reconstituido com
aliquotas de uma solugdo de trabalho de fipronil (500 png/L) e com solvente acetonitrila até
completar o volume de ressuspensdo (0,200 mL), o mesmo processo foi efetuado para fipronil
sulfona utilizando uma solucao de trabalho de 500 ug/L, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Esquema de fortificacdo das amostras processadas para avaliagao.
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ST Aliquota da ST Cfinal Vitinal

fortificacao (mL) (ng/L) (mL)
0,010 25
0,020 50
0.040 100
500 pg/L 0,200
0,060 150
0.100 250
0,120 300

ST - Solugao de trabalho; Crinal - Concentragao final; Viinal - Volume final

A curva para cada analito na matriz foi comparada com a curva na auséncia da matriz.
O efeito da matriz foi confirmado pela comparagao das inclinagdes das curvas usando o teste t,
assumindo 95% nivel de confianca (INMETRO, 2018).

Para realizar o teste t para verificacdo da igualdade das inclinagdes, calcula-se o tearc pela
formula abaixo e compara-se com o trabelado-

la; — a,l
teale = T T
ESD \/S +

xx da calib. Sxx da ad.padr.

Sxx = Zn: (x; — x)?

i-1

O ESD (erro padrao) ¢ calculado a partir do RSD de cada uma das curvas de calibragdo
tracadas:

GL,(RSD)? + GL,(RSD)?
pep — |GLL(RSD)? + GLy(RSD)
GL, + GL,

n—2

L 52
RSD — \/Z O =)
Onde:
GL= grau de liberdade do residuo = (n-2)

ESD = erro padrao
RSD = desvio padrao do residuo
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4.3.3 Limite de quantificaciao

O Limite de quantificacdo (LQ) foi avaliado através da analise de amostras da matriz
fortificadas antes do processamento com concentragdes de 50 pg/L para fipronil e 25 pg/L para
fipronil sulfona. O LQ foi definido para cada analito como o nivel de concentragdo mais baixo
que pode ser quantificado com precisao (DPR< 20%) e exatidao (70-130%) (USEPA, 2018).

4.3.4 Limite de detecciao

O limite de detecgdo (LD) foi determinado estatisticamente, multiplicando o valor t -
Student apropriado para o nivel de confiancga de 95% associado ao nimero de graus de liberdade
(n-1) e multiplicado pelo desvio padrdo das concentracdes de analito quantificadas na
concentracao mais baixa nivel (LQ). O limite de detecgdo do método (MDL) foi calculado pela
razdo do LD e o fator de concentracdo da amostra (500) (USEPA, 2016).

LD = tm-11-c0) X (5)

Onde: t= 2,447 (6 graus de liberdade (n-1) e 95% de confianga);
s = desvio padrdo das 7 (sete) medidas da solugdo de calibracdo de menor concentragao do
analito.

4.3.5 Linearidade

A linecaridade do método foi demonstrada através da construgdo de trés curvas de
calibragdo para cada analito em trés dias distintos, e foram preparadas em amostras da matriz
fortificadas antes do processamento em seis niveis de concentragao (25, 50, 100, 150, 250, 300
ug/L). Previamente a obtencdo da equagao da curva foi avaliada a homocedasticidade dos dados
através do teste de Cochran, assumindo um nivel de confianca de 95% (INMETRO, 2018). A
linearidade de cada grafico de calibracdo foi avaliada pelo método de regressao linear de
minimos quadrados, uma vez que a homogeneidade das variancias foi confirmada pelo teste de
Cochran. A linearidade também foi avaliada por meio do teste F (F-Snedecor) na analise da
variancia (ANOVA) da regressdao (INMETRO, 2018).

4.3.6 Precisao

A precisdo do método foi determinada em um conjunto de amostras da matriz
fortificadas antes do processamento em trés niveis de concentracao: 50 pg/L (baixo), 150 ng/L
(intermediario) e 300 pg/L (alto) para fipronil e 25 pg/L (baixo), 150 pg/L (intermediério) e
300 pg/L (alto) para fipronil sulfona em dois dias (intra e inter-dia) com cinco repetigdes para
cada nivel de concentracdo de cada analito. A precisdo do método foi avaliada pelo calculo do
desvio padrio relativo (% DPR) (USEPA, 2018).

Desvio padrao x 100

DPR (%) =
(%) Concentracdo média experimental

4.3.7 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada em um conjunto de amostras da matriz
fortificadas antes do processamento em trés niveis de concentracao 50g pg/L (baixo), 150 pg/L
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(intermediario) e 300 ug/L (alto) para fipronil e 25 ug/L (baixo), 150 ug/L (intermediario) e
300 pg/L (alto) para fipronil sulfona em dois dias (intra e inter-dia) com cinco repeti¢des para
cada nivel de concentragdo de cada analito. A exatiddo foi calculada pela comparagdo da
concentracao medida com a concentragdo nominal € expressa como a porcentagem média de
recuperacao (%) (USEPA, 2018).

o Concentracdo nominal x 100
Exatiddo (%) =

Concentra¢do média experimental

4.4 Aplicacio do Método Validado para Analise em Amostras de Agua Superficial

Os pontos de coleta da bacia hidrografica do rio Guandu foram selecionados de forma
a abranger alguns dos municipios do entorno da bacia (Figuras 9 e 10), e em pontos antes (n =
4) e depois (n = 3) da captagdo da ETA Guandu, e um ponto préoximo a captagdo de dgua da
ETA Guandu, denominado Lagoa Guandu. As coletas foram realizadas em duas estagcdes
diferentes do ano de 2020, verdo (17/02/20) e outono (17/07/20), com diferentes indices
pluviométricos.

Figura 9 - Identificagdo dos pontos de coleta ao longo da bacia hidrografica do rio Guandu:
Rio da Guarda (P1GR); Rio Guandu (P2GR); Rio Guandu (P3GR); Lagoa Guandu (P4GL);
Rio Guandu (P5SGR); Rio Guandu (P6GR); Rio Queimados (P7QR) e Rio Guandu (PSGR).

A coleta foi baseada nas orienta¢des descritas no Guia nacional de coleta e preservagao
de amostras (CETESB, 2011) elaborado pela Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo
(CETESB) e pela Agéncia Nacional de Aguas (ANA). As amostras (1 L) foram retiradas de
aguas superficiais (15 a 20 cm) com balde de ago inoxidavel, mantidas sob refrigeracdo em
frascos de vidro ambar (1L) e foram transportadas até o laboratorio sob refrigeragao e mantidas
em geladeira até o processamento. Cabe salientar que o tempo percorrido entre as coletas e o
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inicio do procedimento de extracdo ndo excedeu 6 horas, e o tempo total entre as coletas
e todo o processamento das amostras nao ultrapassou 24 horas.

No laboratorio foram aferidos os seguintes parametros: temperatura, pH e condutividade
com o auxilio de um potencidometro com eletrodo de vidro e um condutivimetro.

O método validado segundo o subitem “4.3” foi aplicado a 16 amostras de aguas
superficiais coletadas em oito locais de amostragem e em duas estacdes climaticas (verdo e
outono de 2020) na bacia do rio Guandu, no estado do Rio de Janeiro. Fipronil e fipronil sulfona
foram detectados quando os valores de concentragdo encontrados foram superiores ao de MDL,
estabelecido na validag@o. As amostras que apresentaram concentragdes superiores ao ponto de
calibracdo mais alto da curva foram diluidas e reprocessadas.

Figura 10 - Pontos de coleta com suas respectivas coordenadas ao longo da bacia hidrografica
do rio Guandu.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Processamento da Amostra de Agua Superficial

Diversos trabalhos relatam a utilizagdo da técnica de SPE para extrac¢ao de fipronil em
matrizes aquosas (BARIZON et al., 2020; CHAU et al., 2015; HANO et al., 2019; LI et al.,
2019; MCMAHEN et al., 2015; MICHEL et al., 2016; MONTAGNER et al., 2014;
MONTIEL-LEON et al., 2018; SPOSITO et al., 2018; WAN et al., 2021).As condi¢des do
preparo de amostras do presente estudo se basearam no método descrito por Kurz e
colaboradores (2013) que descrevem a otimizagdo do método de preparo de amostra avaliando
os parametros de pH da amostra, volume da amostra, solvente de elui¢do e volume de eluigao
utilizando o cartucho de SPE Cig (500 mg). O volume de solvente utilizado para ativagdo do
cartucho (DE ARAUJO; BAUERFELDT; CID, 2018) e o volume de ressuspensao utilizado
apo6s a etapa de secagem do eluato (FERREIRA et al., 2019) foram modificados no intuito de
obter um maior fator de concentragdo, baseado em estudos do nosso grupo de pesquisa.

5.2 Anilises Cromatogrificas dos Padrées e Amostra de Agua Superficial por LC-ESI-
MS

Inicialmente a técnica analitica escolhida para ser empregada na determinagdo de
fipronil e fipronil sulfona em aguas superficiais foi a HPLC-DAD. Essa escolha foi baseada nos
trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa ao qual integro, (CID, 2012; DOS
SANTOS et al., 2020), com a aplicagdo em estudos de farmacocinética. No entanto, com a
mudanca da matriz bioldgica (plasma animal) para uma matriz ambiental (dgua superficial),
onde se planejou a determinagdo de fipronil e fipronil sulfona, a seletividade do método nao foi
alcangada com o uso da técnica de HPLC-DAD de modo a atender aos critérios de aceitacao
descritos pelo INMETRO e USEPA.

As condigdes cromatograficas (modo de eluicdo e adicdo de um modificador organico
acido na fase movel) foram testadas conforme demonstrado na tabela 5, a fim de se obter
adequadas resolu¢do para a separacdo dos picos cromatograficos, além de melhoria na
ioniza¢ao do fipronil e fipronil sulfona.

Tabela 5 - Avaliacdo do modo de eluicdo e fase movel.

Teste Modo Ten.lpo Fase moével (A:B v/v)
(min)
Teste 1 Isocratico 14 ACN:H20 - 70:30
0-4 A: B -60:40
4.2 A:B-70:30
. 4.2-5 A:B-73:27
Teste 2 Gradiente 6 A B -7030
6-8 A:B-70:30
8-14 A: B -60:40
0 A: B - 60:40
. 3 A:B-70:30
Teste 3 Gradiente 1] A B - 70:30
14 A: B -60:40

Fase Movel: A- ACN; B- H,O: HCO,H 0,05%
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Inicialmente desenvolveu-se um método de analise no modo isocratico para detecg¢ao de
fipronil e fipronil sulfona por HPLC-DAD utilizando uma propor¢ao de ACN: H2O (70:30 v/v),
(teste 1) onde foi possivel obter picos simétricos, bem resolvidos ¢ um curto tempo de analise.
Entretanto, ao injetar a amostra da matriz para avaliar a seletividade do método, houve a
coelui¢do de interferentes prejudicando a detecgdo de fipronil.

Gradientes de fase movel podem ser utilizados para separar analitos de componentes
interferentes da matriz, que podem causar supressao de ions. Na tentativa de resolver o
problema da coelui¢ao dos interferentes da matriz com o fipronil, dois modos de eluigao do tipo
gradiente foram avaliados. Inicialmente utilizou-se o teste 2 descrito na tabela 5, tendo como
fase movel Acetonitrila (A) e H2O: acido formico a 0,05% (B), porém houve uma maior
retencdo do fipronil e fipronil sulfona, além de causar uma maior instabilidade na linha de base
do cromatograma. Partiu-se entdo para avaliar o teste 3, utilizando os mesmos solventes
utilizado no teste 2 como fase movel, mas em concentragdes e tempos do gradiente distintos. O
teste 3 apresentou um menor tempo de retencdo para os analitos quando comparado ao teste 2,
permitindo uma separacao cromatografica adequada para os analitos em estudo na presenca da
matriz. A corrida foi iniciada com uma menor forca de solvente (60:40 A: B v/v) para permitir
a eluicdo dos interferentes com maior polaridade, e depois a for¢a do solvente foi aumentada
(70:30 A: B v/v), permitindo a elui¢do dos analitos. Apos elui¢do dos analitos a propor¢ao de
solventes foi retornada para a condigao inicial (60:40 A: B v/v) para obtengao do equilibrio do
sistema para a proxima corrida cromatografica (Figura 11).

A eluigdo por gradiente melhorou a separacdo entre os analitos e de outros compostos
interferentes na matriz, pois foram obtidos picos mais simétricos ¢ com melhor resolu¢do. No
entanto, uma separagdo completa ndo se faz necessario para a detecgdo por LC-MS, mas traz
uma melhora da detectabilidade e impacta na eficiéncia de ionizagdo, suprimindo ou
aumentando o sinal (PETROVIC et al., 2005).

Figura 11 - Cromatograma em HPLC-DAD (A=280 nm) de uma solugdo padrio de fipronil e
fipronil sulfona (100 pg/L), avaliando-se trés modos de eluicao: teste 1 (isocratico), teste 2 e 3
(gradientes). Legenda: A (Fipronil); B (Fipronil sulfona).

A avaliagdo da separagdo cromatografica de fipronil e fipronil sulfona foi realizada
utilizando a técnica HPLC-DAD, apdés a definicdo das condigdes cromatograficas e a
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verificacdo de auséncia de seletividade do método para determinagdo de fipronil e fipronil
sulfona em aguas superficiais, os analitos passaram a ser monitorados somente pelo sistema
LC-MS.

O tempo necessario para analise cromatografica dos dois analitos por LC-MS foi de 7
minutos, apos eluicdo dos analitos a fase movel foi mantida com alta propor¢ao de solvente
organico até 11 minutos (70:30 A:B v/v) para limpeza da coluna eliminando componentes
hidrofébicos da matriz que poderiam permanecer na coluna, e posteriormente a concentragao
de solvente organico foi diminuida (60:40 A:B v/v) retornando a condi¢do inicial, sendo
utilizado um tempo total de 14 minutos para cada injecao de amostra. A extensao do tempo de
corrida até 14 minutos foi necessaria para garantir a estabilizagdo do sistema, assim como para
permitir a elui¢do de compostos que eventualmente poderiam ficar adsorvidos na coluna
cromatografica evitando-se a interferéncia nas corridas cromatograficas subsequentes.

Além da avaliagao do modo de eluicdo, foi realizada a modificacdo da fase movel com
a inclusdo de um modulador de fase aquosa, o acido férmico. A adi¢do de acido formico na fase
movel ¢é frequentemente usada na técnica LC/ESI-MS para melhorar a separacdo
cromatografica e a eficiéncia de ionizagao (DA SILVA; COLLINS, 2011).

O aditivo organico utilizado na fase moével, acido formico, ¢ comumente utilizado na
analise de fipronil por LC-ESI-MS (CALLICOTT; HOOPER-BUI, 2019; MONTAGNER et
al., 2014; MONTIEL-LEON et al., 2018; WAN ef al., 2021), um aditivo que apresenta uma
elevada volatilidade e ndo permite a cristalizagdo de sais na interface do ESI como sais de
fosfato (DEMOLINER, 2008). A concentrag@o de acido formico utilizada na fase movel foi
baseada na metodologia proposta por Lacroix e colaboradores (2010), onde fipronil e fipronil
sulfona foram quantificados através da técnica LC-DAD-MS, utilizando ESI no modo negativo.

Pode ser observado no cromatograma modo full scan da solugéo padrdo de fipronil e
fipronil sulfona (Figura 12), a presenga de picos simétricos e finos apds a acidificagdo da fase
movel com acido formico a 0,05% no modo gradiente (Figura 12-B) quando comparado com a
fase moével sem acidificacdo da fase aquosa (Figura 12-A), no modo isocratico.

Figura 12 - Cromatograma de ions totais (TIC) da solugdo padrdo de fipronil (1) e fipronil
sulfona (2), no modo isocratico sem adi¢ao de acido formico (A) e modo gradiente com adigdo
de acido formico (B).
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A acidificagdo da fase movel na fase aquosa (pH=3,5) permite a analise de fipronil e
fipronil sulfona com predominancia das espécies neutras, o que permite uma boa separacao
cromatografica e uma melhor reprodutibilidade na resposta (area) de cada analito, o que ndo
era possivel obter antes da acidificacao.

Adicionalmente pode ser observado que a adigdo de acido formico a fase movel causa
uma supressao idnica quando se utiliza a ionizacdo no modo negativo, gerando uma menor
intensidade do sinal dos analitos e uma menor relacdo sinal/ruido, resultando em uma
diminuigdo da sensibilidade do método (LI et al., 2019). Apesar da perda em sensibilidade, o
ganho em reprodutibilidade viabiliza a utilizagdo do acido formico com concentragdo 0,05%
como modificador organico.

O modo negativo de ionizagdo na fonte ESI e a escolha dos ions de monitoramento para
quantificagdo e qualificagdo foram baseados nos métodos relatados na literatura (MCMAHEN
et al.,2016; MONTAGNER et al., 2014; SPOSITO et al., 2018; LI et al., 2019). Inicialmente
a analise foi feita pelo modo full scan, onde foi possivel se analisar todos os ions produzidos na
solucdo gerando o cromatograma de ions totais - TIC (Total lon Chromatogram) plotado em
func¢do do tempo. O modo full scan é bastante util quando se deseja avaliar as espécies que
estdo presentes, ou seja, como ferramenta para uma determinacdo qualitativa, permitindo
avaliar a presenga dos ions de interesse. Porém, neste modo os sinais dos analitos de interesse
sdo apresentados com um elevado ruido, isso ocorre, pois, cada ponto plotado no cromatograma
possui a soma de toda a faixa de relacdo m/z monitorada. Sendo assim para obten¢dao de uma
melhor relagdo sinal/ruido (S/R), e consequentemente atingir um ganho em sensibilidade e
seletividade, o modo SIM foi utilizado, permitindo a selecdo apenas dos ions utilizados para
quantificagdo e qualificac@o do fipronil e fipronil sulfona.

O monitoramento de ions selecionados (SIM) no modo negativo foi usado para
quantificagdo dos analitos devido a uma maior relacdo S/R (=50) quando comparado com o
modo full scan (=5), aumentando a sensibilidade do método. Para identificagdo dos analitos em
estudo por LC-ESI-MS, foram avaliados os tempos de retengdo correspondentes em
comparacao com os tempos de retencdo dos padrdes analiticos (fipronil e fipronil sulfona), além
disso observou-se através do espectro de massas a presenga dos ions precursores e fragmentos
para cada analito (Figuras 13 e 14). Os ions precursores 434,9 m/z [M—H]™ e 450,9 m/z [M—H]"
foram os picos bases para fipronil e fipronil sulfona respectivamente, sendo selecionados para
as analises. Os fons 329,9 m/z e 414,9 m/z ja relatados na literatura como fragmentos do ion
precursor (MCMAHEN et al., 2016; MONTAGNER et al., 2014; SPOSITO et al., 2018; LI et
al.,2019) foram utilizados na andlise qualitativa de fipronil e fipronil sulfona, respectivamente.
Fipronil e fipronil sulfona apresentam espectros de massa caracteristico com a presenca de dois
dtomos de cloro, sendo possivel visualizar a distribui¢io isotopica em ambos os espectros (*>Cl
[76 %] e *'C1 [24%)]).
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Figura 13 - Espectro massas correspondente ao pico cromatografico de fipronil (tr= 5,1 min).

Figura 14 - Espectro de massas correspondente ao pico cromatografico de fipronil sulfona (tr=
6,1 min).

5.3 Condi¢des Cromatograficas
Desta forma, apos a avaliagdo das condigdes cromatograficas do método, as melhores

condigOes obtidas foram uma fase mével constituida por A (acetonitrila) e B (4gua com acido
formico 0,05 %) usando o seguinte gradiente de elui¢do: A: B 60:40 a 70:30 (0-3 min); A: B
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70:30 (3—11 min); A: B 70:30 a 60:40 (11-14 min), em um fluxo de 0,8 mL/min, um volume
de inje¢do de 20 pL., com uma temperatura do compartimento de coluna a 40° C, resultando em
um tempo total de corrida de 14 min.

5.4 Valida¢ao do Método
5.4.1 Seletividade

Para avaliag@o da seletividade, assim como dos demais parametros de validagdo, foi
usada uma amostra da matriz, porém nao fortificada. Foram comparados os cromatogramas
da solu¢@o de fipronil e fipronil sulfona em acetonitrila (Figura 15) com o cromatograma da
amostra processada (matriz) (Figura 16). A analise comparativa dessas amostras permitiu
demonstrar que o método ¢ seletivo, devido a auséncia de picos interferentes nos tempos de
retengdes definidos apds andlise dos padrdes, e dentro das janelas de retengdo de cada analito
ndo ha a presenga dos seus respectivos ions precursores (434,90 m/z — fipronil e 450,90 m/z
— fipronil sulfona).

Figura 15 - Cromatograma no modo SIM da solugdo de fipronil e fipronil sulfona em solvente.
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Figura 16 - Cromatograma no modo SIM da amostra processada sem fortificagao.

5.4.2 Efeito matriz

A avaliagdo e comprovacao do efeito matriz foi realizada através da comparagao das
inclinagdes pelo teste t. A fim de analisar o efeito da matriz apos procedimento de extragdo foi
realizado o teste t, comparando as curvas obtidas para os analitos apenas no solvente puro e na
matriz fortificada apds extracdo. A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para os testes t
pareado.

Tabela 6 - Equacdes da reta das curvas analiticas em matriz e em solvente de fipronil e fipronil
sulfona e valores de tcalculado € tiabelado-

Analito Equacao daretaem Equacao da reta em tealculado  ttabelado

Fipronil 5,93.10°% +4,87.10° 4,98 .10°x + 6,12.10° 1,01 2,12

Fipronil sulfona 1,77 .10*% +2,43.10°> 1,69 .10*% + 3,93.10° 0,547 2,09

Os resultados obtidos foram que 0 tealculado tanto para o fipronil (1,01) quanto para o
fipronil sulfona (0,547) apresentaram valores inferiores ao t tabelado (2,12; 2,09). O teste tsudent
comprovou estatisticamente que ndo houve efeito matriz, ou seja, ndo ha diferenca entre os
coeficientes angulares da equagdo da reta em matriz ¢ em solvente (sem matriz), tanto para o
fipronil como para fipronil sulfona (Figuras 17 e 18).
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Figura 17 - Estudo do efeito matriz na quantificacdo de fipronil em agua superficial.

Figura 18 - Estudo do efeito matriz na quantifica¢do de fipronil sulfona em agua superficial.

5.4.3 Limite de detec¢io e quantificacdo

O limite de detecgdo calculado foi de 12,3 pg/L (LD = 2,447 x S) e 7,05 pg/L (LD =
2,447 x S) para fipronil e fipronil sulfona, respectivamente. O valor 2,447 corresponde o t
unilateral para 95% de confianca para 6 graus de liberdade.

Os valores de limite de quantificacdo correspondem a menor concentragdo das curvas
de calibragdo (50 pg/L para fipronil e 25 pg/L para fipronil sulfona) que puderam ser medidos
com exatiddo e precisdo aceitaveis (DPR<20%; exatidao entre 70 e 130%) (USEPA, 2018Db).
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O limite de detec¢do do método (MDL) (0,025 pg/L — fipronil e 0,0141 pg/L —fipronil sulfona)
e 0 MQL (0,10 pg/L - fipronil e 0,050 pg/L — fipronil sulfona) foram obtidos pela aplicagdo do
fator de concentragdo do preparo de amostra (500).

Os valores de MDL aqui encontrados foram comparados com valores apresentados em
outros trabalhos da literatura, em que fipronil e fipronil sulfona foram avaliados em matrizes
aquaticas ambientais e que sdo listados na tabela 7.

Tabela 7 - Limites de detecgdo de métodos analiticos descritos na literatura para analise de
fipronil e fipronil sulfona em matrizes aquaticas

Vol. de Preparo Técnica

amostra de ro. Detector MDL Referéncia
analitica
(mL) amostra
0,01 ng/L *
1000 SPE LC MS/MS FIP & FIPS Wan et al., 2021
0,02 ng/L . #
2000 SPE LC MS/MS FIP o FIP-S Lietal., 2019
0,04 ng/L — FIP .
200 SPE LC MSMS o ng/L FIP-S Michel et al.,2016
1000 SPE LC  MSMS  02ngL-FIP M"m;%‘ﬁr*et al.
0,31 ng/L - FIP
1000 ELL GC ECD 0.29 - FIP-S Wu et al., 2015
2 SPEonline LC  MSMS  0,5ng/L - FIP Mont‘eé'oLl%‘;n etal,
2,5 ng/L McMahen et al.,
500 SPE LC MS/MS I e FIP.S 2016
500 SPE GC MS  0,0051 ug/L—FIP  Chau et al., 2015
1000 SPE LC  MSMS  92ng/L - FIP Spo;g‘fge,,f al.,
10 SDME HPLC DAD 0,34 pg/L Scheel et al., 2020
250 SPE GC  MSMS 04 pg/L - FIP Barlzzgi‘g‘ff al.,
0,5 ng/L x
250 SPE LC MS/MS FIP e FIP.S Hano et al., 2019

*método para analise de multiresiduos. GC — Cromatografia Gasosa; LC — Cromatografia Liquida; ELL —
Extra¢do Liquido-Liquido; SPE — Extra¢do em Fase Solida; FIP — Fipronil; FIP-S — Fipronil sulfona; NI —Nao
informado; SDME - Microextragdo em Uma Unica Gota.

Em uma andlise comparativa, é possivel observar que nos trabalhos de Barizon e
colaboradores (2019) e Hano e colaboradores (2019), utilizando volumes de amostra superiores
(2,5 vezes maior), com a mesma técnica de extracdo do presente trabalho (SPE) e com um
detector superior (MS/MS), foi encontrado um MDL de 16 a 20 vezes maior que os encontrados
neste trabalho. No trabalho de Scheel e colaboradores (2020), utilizando um volume de amostra
menor (10 mL), com uma técnica de extragao distinta (SDME - Microextracdo em uma unica
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gota) ¢ um detector menos sensivel (DAD), foi encontrado um MDL para fipronil 12 vezes
maior que o encontrado neste trabalho.

Entretanto, os limites de detec¢do encontrados no presente trabalho foram superiores
aos relatados na maioria dos trabalhos descritos na literatura. Isso pode ser atribuido ao fato
desses trabalhos utilizarem volumes de amostra superiores (200-2000 mL) e um detector com
maior sensibilidade e seletividade (MS/MS) (LI et al., 2019; MCMAHEN et al., 2016;
MICHEL et al., 2016; MONTAGNER et al., 2014; SPOSITO et al., 2018; WAN et al., 2021).
Wu e colaboradores (2015) também descrevem MDL mais baixo, porém utilizando uma técnica
de extracdo mais laboriosa (ELL) e deteccdo com ECD, um detector especifico para analise de
compostos halogenados como fipronil e fipronil sulfona, os quais foram avaliados. Montiel-
Léon ¢ colaboradores (2018) utilizaram um volume de amostra menor (2 mL), entretanto,
utilizou um processamento de amostra com inje¢do direta no sistema cromatografico (SPE
online) e a técnica analitica utilizada foi LC-MS/MS. Por tltimo, Chau e colaboradores (2015)
utilizaram o mesmo sistema de detecgdo do trabalho (MS), porém, acoplado a um GC, com
utilizagdo de um volume maior (500mL) que o utilizado no presente trabalho.

Considerando todos os valores de MDL da tabela 7, observa-se que o desempenho
apresentado pelo método SPE-LC-MS ¢ superior aos dos dois tltimos trabalhos reportados na
literatura cientifica (BARIZON et al., 2019; SCHEEL; TEIXEIRA TARLEY, 2020) para
analise de fipronil em matrizes aquaticas brasileiras.

Na elaboragcdo de um método analitico para analises de residuos de agrotoxicos e/ou
produtos de degradacdo em matrizes aquaticas ¢ importante que o MQL apresente uma
inferioridade aos valores maximos permitidos (VMP) desses compostos descritos nas
legislagdes vigentes. No Brasil a legislagdo vigente que estabelece os VMP de agrotoxicos em
agua superficial ¢ a Resolucdo n° 357/2005 do CONAMA (BRASIL, 2005), porém essa
resolugdo ndo estabelece os VMP para fipronil e fipronil sulfona. Entretanto o MQL de ambos
os analitos sdo inferiores aos valores de dose aguda de referéncia para invertebrados aquaticos
(0,11 pg/L - fipronil; 14,5 pg/L — fipronil sulfona) e para peixes (41,5 pg/L - fipronil; 12,5 pg/L
— fipronil sulfona) definidos pela USEPA (USEPA, 2017), sendo possivel a avaliagdo do risco
ambiental quanto a presencga de fipronil e fipronil sulfona nessa bacia.

Pensando na avaliagao do risco a satide humana quanto a presenga de fipronil na agua
potavel, recentemente, foi publicada a revisdo do anexo XX (BRASIL, 2021) da Portaria de
consolidacdo n°® 5/2017 do Ministério da Saude (BRASIL, 2017) que estabelece o padrido de
potabilidade da adgua para consumo humano. Nesta revisdo o fipronil foi inserido na lista de
substancias que apresentam risco a satide, com VMP de 1,2 pg/L desde a fonte (dgua do
manancial fonte do abastecimento) até a torneira (agua apos tratamento na ETA).

Contudo o MDL e o MQL de fipronil e fipronil sulfona obtidos podem ser considerados
satisfatorios para o tipo de matriz avaliada e o tipo de método analitico empregado neste
trabalho.

5.4.4 Linearidade

As curvas analiticas foram preparadas e analisadas em trés dias diferentes, em cinco
niveis de concentragdo para o fipronil e seis para fipronil sulfona, seguindo a recomendagao de
no minimo cinco concentracdes diferentes. Antes da aplicagdo do método dos minimos
quadrados para obtencdo das curvas, foi realizado o Teste de Cochran para verificar se a
distribuicao é homocedastica ou heterocedastica. Este teste € realizado para avaliar se o método
de regressao linear simples (método dos minimos quadrados) pode ser aplicado (INMETRO,
2018).
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Observou-se que 0 Cealculado (0,526) para fipronil Cealculado (0,288) para fipronil sulfona
foram menores que o valor de Ciabelado (0,684, 0,616) para os niveis de concentragdo da curva
analitica preparada na matriz fortificada com fipronil e fipronil sulfona, respectivamente, com
nivel de confianga de 95 %. As faixas de trabalho para ambos analitos apresentaram
comportamento homocedastico, e foi aplicado o método de regressdo linear simples, obtendo-
se a equacao de reta (SCHEEL; TEIXEIRA TARLEY, 2020).

Em seguida, foram determinados a equacdo da regressdo linear e o coeficiente de
determinacdo (R?) para fipronil e fipronil sulfona, os quais apresentaram valores dentro do
limite estabelecido pelo USEPA que orienta valor maior ou igual que 0,99 (Tabela 8). Todos
os pontos das curvas avaliadas demonstraram valores de precisdo e exatiddo adequados (DPR
<20%; exatidao entre 70 e 130%).

Tabela 8 - Resultados da linearidade do método para fipronil e fipronil sulfona

Faixa linear
Analito Equacio de regressao linear R?
(pg/L) auas 5
Fipronil 50-300 y=5,48.103 x +7,70.10° 0,987
Fipronil sulfona 25-300 y=1,31.104 x +2,19.10° 0,992

5.4.5 Precisao e exatidiao

Os resultados para a precisdo intra-dia e inter-dia foram entre 0,315% e 18,4% para
fipronil e fipronil sulfona. Em relacao a exatidao (intra-dia e inter-dia), os resultados ficaram
entre 70,8 ¢ 111 % para fipronil e fipronil sulfona (Tabela 9). Esses resultados foram
satisfatorios, ou seja, dentro dos valores recomendados (DPR<20%; exatidao entre 70-130%)
(USEPA, 2018).

Tabela 9 - Resultados de precisdo e exatiddo do método para o fipronil e fipronil sulfona.

Precisao Exatidao
L Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia

Mg (DPR %) (DPR %) (%) (%)

50 4,12 3,62 78.4 77,5

Fipronil 150 1,20 2,28 111 108

300 1,09 0,77 101 101

25 13,2 18,4 70,8 78,1

Fipronil 150 4,08 4,34 98 4 100
sulfona

300 0,315 0,683 97,3 96,9

5.5 Aplicacio do Método Validado para Analise em Amostras de Agua Superficial

5.5.1 Avaliaciao da qualidade da agua através de parametros fisico-quimicos
Todas as amostras de agua coletadas no periodo do verdo apresentavam aspecto turvo

de cor amarelada (Figura 19) antes da filtragdo, provavelmente causado pela turbuléncia da
agua no periodo de chuvas que aumenta a presenga de materiais particulados. Com excecdo da
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amostra coletada antes da ETA (Lagoa Guandu), onde a coleta foi realizada no momento da
crise no abastecimento de dgua no estado do Rio de Janeiro (BACHA et al., 2021; SOTERO-
MARTINS et al., 2021) e da amostra do rio queimados (Distrito Industrial de Queimados),
onde ocorre o despejo continuo de esgoto industrial. Essas amostras permaneceram com
coloragdo amarelada apos o processo de filtracao.

Figura 19 - Aspecto das amostras antes e apo6s filtragdo (0,45 um), coletadas no periodo do
Verao.

As amostras de agua coletadas no periodo do outono apresentavam um aspecto limpido
(Figura 20) antes da filtragao, exceto a amostra coletada no rio Queimados (Distrito Industrial
de Queimados).

Figura 20 - Aspecto das amostras antes da filtragdo (0.45 um) coletadas no periodo do Verao.
As analises de determinagdo do pH atenderam ao padrio de qualidade (6,0 - 9,0)

definido pela Resolug¢ao n° 357/2005 do CONAMA de aguas doces classe Il (CONAMA, 2005)
em todos os pontos de coleta, nas duas estagdes avaliadas. Os valores encontrados de pH no
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verao e no outono no outono (6,25 - 7,13) apresentam valores proximos da neutralidade, com
excecdo dos pontos amostrais PSGR, P6GR e PSGR que apresentaram valores de pH mais altos
(8,22 - 8,79) (Tabela 10).

Os resultados de condutividade apresentaram uma faixa entre 8,25 uS/cm e 27,8 uS/cm
no verdo e entre 6,69 uS/cm e 56,6 uS/cm no outono (Tabela 10). Os pontos de coleta PIGR ¢
P7QR apresentaram os maiores valores de condutividade no verdo (27,8 uS/cm e 27,4 uS/cm)
e no outono (32,5 puS/cm e 56,6 uS/cm). A faixa de aceitacdo de condutividade ndo ¢
contemplada na resolugdo do CONAMA, 2005, entretanto nenhuma amostra avaliada
apresentou condutividade acima de 100 pS/cm, condutividade descrita para aguas
contaminadas com efluente (BRASIL, 2006).

Tabela 10 - Localizagdo de amostragem e parametros fisico-quimicos.

Condutividade T t
Cédigo  Local de amostragem Estacao pH oncutivicade  Temperatura

(nS/cm) (°O)
i Verdo 6,31 27,8 28,6
PIGR Rio da Gu,arda
(Itaguai) Outono 6,99 32,5 24,2
. Vera 6,53 9,2 30,6
PIGR 310 Guand'u €rao
(Rio de Janeiro) Outono 6,25 6,69 24,6
i Vera 6,66 8,70 29,8
P3GR Rio Guandu erao
(Nova Iguagu) Outono 6,89 9,96 24,7
Vera 6,39 18,8 29,8
PAGL Lagoa Guandu erao
(Nova Iguagu) Outono 7,13 7,83 25,1
PSGR Rio Guandu Verao 6,53 8,38 34,0
(Japeri) Outono 8,22 8,46 29,9
i Vera 6,52 8,82 33,9
P6GR Rio Quandu erao
(Queimados) Outono 8,30 10,3 26,5
Rio Queimados Verdo 6,35 27,4 37,1
P7QR .
(Queimados) Outono 7,05 56,6 26,5
i Vera 6,70 8,25 38,0
PSGR Rio Guand.u €rao
(Paracambi) Outono 8,79 8,69 29,9

Através dos resultados do monitoramento dos corpos de agua doce da RH II realizado
pelo INEA no ano de 2020, os pontos de amostragem de qualidade do rio da Guarda e do rio
Queimados, no qual coincidem com os pontos PIGR e P7QR do presente estudo tiveram um
IQA de 27,7 e 20,2 de forma respectiva classificando esses pontos com uma qualidade ruim (50
> IQA > 25), sendo aguas improprias para tratamento convencional visando abastecimento
publico, sendo necessarios tratamentos mais avancados (INEA, 2021). O ponto PIGR que
corresponde ao rio da Guarda, ¢ um ponto importante pois possui um destaque maior sobre a
ocupagdo antropica ao seu entorno, sendo majoritariamente agricola, além de receber efluentes
domésticos do municipio de Itaguai e efluentes industriais do Distrito Industrial de Santa Cruz,
entretanto suas aguas desembocam na Baia de Sepetiba, diferente do que ocorre no ponto P7QR,
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o rio Queimados que desagua na lagoa do Guandu, uma lagoa formada por uma das barragens
da CEDAE, ficando proximo a captagao de agua para ETA Guandu e influenciando de forma
direta o abastecimento publico (INEA, 2021).

Cabe ressaltar que no inicio de 2020, ano de realizagdo do estudo, a populagao da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro foi atingida com uma crise no abastecimento de dgua, com
alteracOes notdrias em seu odor, sabor, turbidez e colorag¢do. Sendo essas alteragcdes ocasionadas
devido a proliferacdo de algas e da substancia geosmina, um biomarcador produzido por algas
verde azuladas (cianobactérias) em ambientes aquaticos, indicando a contaminacdo da agua de
consumo humano e mostrando a ineficiéncia do sistema de tratamento oferecido pela ETA
Guandu (CEDAE) (KLIGERMAN; SANCANARI; NOGUEIRA, 2021).

5.5.2 Avaliacio da presenca de fipronil e fipronil sulfona na bacia do rio Guandu

O fipronil foi quantificado em 75% (n=12) dos pontos amostrais, tanto na €poca seca
quanto na €poca chuvosa. Na estacdo do outono, com chuvas escassas, fipronil foi detectado e
quantificado em todos os pontos de amostragem (n=8). Contudo, no verdo, em um periodo
chuvoso, fipronil foi detectado e quantificado em 50% dos pontos de amostragem (n=4). A
frequéncia de deteccao e quantificacdo de fipronil e fipronil sulfona em ambos os periodos de
amostragem (verdo e outono), sdo mostradas na Tabela 11.

J& o fipronil sulfona foi detectado em 62,5% dos pontos amostrais em ambas as estagcdes
(verao e outono). No entanto, a frequéncia de quantificacio em ambos os periodos de
amostragem foi baixa, sendo possivel quantificar em apenas um ponto de amostragem no verao
e em nenhum ponto no outono.

Tabela 11 - Resumo das concentracdes de fipronil e sulfona de fipronil detectadas em aguas
superficiais.

MDL Frequéncia (%) Concentracgao (pg/L)
Estacao
(ng/L) Deteccio Quantificacao Min. Mix. Meédia
Verao 50,0 50,0 0,132 1,19 0,551
Fipronil 0,025
Outono 100 100 0,252 2,44 1,38
. . Verao 62,5 12,5 < 0,050 0,135 NA
Fipronil 0,014
sulfona Outono 62,5 0,0 ND <0,050 NA

*MDL — Limite de detec¢ao do método
**Min — Minima
**EMax - Maxima

O fipronil foi o principal analito encontrado nas amostras avaliadas, estando presente
em 12 das 16 amostras analisadas, com concentragdes variando de 0,132-2,44 pg/L. O fipronil
sulfona esteve presente em 10 das 16 amostras analisadas, sendo possivel quantificar apenas
em uma amostra (0,135 pg/L), enquanto no restante das amostras as concentracdes foram
inferiores a 0,10 pg/L (MQL) (Tabela 12). As maiores concentragdes de fipronil foram
determinadas em amostras coletadas no periodo de outono, variando de 0,252 - 2,44 ng/L.
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Tabela 12 - Concentragdes de fipronil e fipronil sulfona (ug/L) em oito locais
de monitoramento de rios amostrados no outono € verdao de 2020, no estado do
Rio de Janeiro, Brasil.

Fipronil (pg/L) Fipronil sulfona (ng/L)

Verao Outono Verao Outono
P1GR 1,19 2,44 0,135 < 0,050
P2GR ND 1,24 <0,050 < 0,050
P3GR ND 0,252 <0,050 < 0,050
P4GL ND 2,41 ND < 0,050
P5GR 0,408 0,343 <0,050 ND
P6GR 0,132 1,79 ND ND
P7QR 0,480 1,78 < 0,050 ND
P8GR ND 0,820 ND < 0,050
MDL* 0,025 0,014
MQL** 0,10 0,050

*MDL - Limite de detecgdo do método; **MQL - Limite de quantificagdo do método; ***ND — Nao detectavel (<MDL)

O ponto P1GR apresentou as maiores concentragdes de fipronil (2,44 pg/L) seguido do
ponto P4GL (2,41 ng / L). O P4GL se destaca por ser o ponto de captacdo de agua da ETA
Guandu (CEDAE). A alta concentragdo de fipronil encontrada pode ser explicada pelo fato de
ser um ponto que recebe a drenagem de rios impactados negativamente pelo langamento de
esgoto agricola, doméstico e industrial, como os rios Pogos, Ipiranga ¢ Queimados (BIANCO
et al., 2020), além de apresentar baixa velocidade de troca de agua, favorecendo o acimulo de
poluentes.

A concentracdo de agrotoxicos nos recursos hidricos depende de suas propriedades
fisico-quimicas (solubilidade em agua, meia vida, coeficiente de particdo e coeficiente de
adsorcdo no solo). Outros fatores que podem interferir na presenca desses compostos em agua
sdo0 a época do ano, padrdes de chuvas, as culturas cultivadas na bacia e o controle de pragas
(CETESB, 2020).

Fipronil apresenta uma baixa solubilidade em agua (3,78 mg/L), porém os valores de
concentracgdes reportados sdo inferiores a esse valor, a baixa solubilidade em agua também
representa uma baixa tendéncia do composto a ser removido do solo. Além disso, apresenta um
alto valor de coeficiente de adsorgdo ao solo (K..=825), reforgando sua baixa mobilidade ao
solo, portanto as concentragdes encontradas podem ser referentes a um langamento direto de
fipronil nesse sistema aquatico.

O fipronil possui estabilidade em agua sob condigdes aerdbicas, apresentando um tempo
ti2 =14,5 dias na 4gua sob condi¢des aerdbicas (CONNELLY, 2001). Através de ensaios
laboratoriais foi comprovada uma persisténcia de até 40 dias em todos os trés valores de pH
estudados (5,7 € 9), no entanto a persisténcia foi maior sob condigdes acidas (VERMA et al.,
2020).

A degradagdo de fipronil ocorre rapidamente na agua (ti2=3,6 h) quando é exposto a
luz solar (ZHAOQ, 2005), entretanto as amostras foram coletadas abaixo da superficie onde nao
ha incidéncia da luz, ndo ocorrendo o favorecimento desse processo. A faixa de pH dos pontos
amostrais (6,25-8,79), também nao favorece o processo de hidroélise que aumenta a medida que
o meio se torna alcalino em pH > 9 (GUNASEKARA et al., 2007).
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Os valores de concentragdo reportados para fipronil podem nao indicar a concentragao
real nesse sistema aquatico podendo também estar presente em organismos aquaticos, uma vez
que substancias com K,y maior que 3 apresentam tendéncia bioacumulativa (REBELO;
DUTRA CALDAS, 2014), e fipronil apresenta um K, igual a 3,75. Além da presenca em
sedimentos do meio aquatico devido ao alto valor de coeficiente de adsorgdo ao solo (Ko =825).

Periodos chuvosos ou com escassez de chuvas influenciam a concentracdo de
agrotoxicos nas aguas superficiais, isso significa que os contaminantes podem ter padrdes de
ocorréncia sazonais ou ndo (GRIPP et al., 2016). Através do perfil de concentragoes do fipronil
em dois periodos com indices pluviométricos distintos, pode se inferir que a contaminagdo de
fipronil é proveniente de fontes pontuais, sendo o aporte desse contaminante no corpo hidrico
tdo elevado, que a ocorréncia de chuva promove a dilui¢ao desse contaminante e de outros,
ocasionando uma melhora aparente no corpo hidrico.

Devido ao amplo espectro do fipronil no Brasil, a presenga dele em sistemas aquaticos
pode ser oriunda do uso em diversos setores (agricola, industrial, pecuario e residencial).
Considerando que a bacia do rio Guandu € severamente afetado pelo langamento in natura de
esgoto doméstico, agricola e industrial, os resultados de concentragdes obtidos para o fipronil
podem ser provenientes de fontes pontuais ou ndo, além disso cabe ressaltar que grande parte
do volume de agua da bacia ¢ devido a transposi¢cdo do Rio Pirai e Paraiba do Sul, esse tltimo
tem o seu curso d’agua passando por dois estados (SP e MG) até chegar ao Rio de Janeiro,
sendo severamente poluido ao longo do seu percurso (COMITE GUANDU, 2018). Devido a
essa diversidade de fontes de contaminagdo para essa bacia, se torna complexo inferir a
procedéncia de residuos de fipronil neste sistema aquatico.

E interessante notar que fipronil sulfona foi quantificado na 4gua com uma menor
frequéncia de quantificacdo que o composto de origem, sendo quantificado em 6,25% do total
de amostras analisadas enquanto o seu precursor fipronil foi quantificado em 75% do total das
amostras analisadas.

Avaliando a influéncia do ambiente da bacia do rio Guandu, com a baixa frequéncia de
quantificagdo de fipronil sulfona, se trata de um ambiente com alta concentragao de oxigénio
dissolvido (OD) (INEA,2021) o que torna o ambiente altamente oxidativo favorecendo a
formagdo de fipronil sulfona, porém este € relatado com uma persisténcia trés vezes maior em
organismos aquaticos do que o proprio fipronil, favorecendo a bioacumulagdo em organismos
aquaticos (KIM et al., 2019; MICHEL et al., 2016), o que € justificado pelo Ko estimado para
fipronil sulfona (4,42) ser maior do que o Ko fipronil (3,78), indicando um maior carater
lipofilico da molécula (RSC, 2021; UE, 2011). Além disso esses resultados podem indicar que
o produto de degradagdo fipronil sulfona ndao permanece livre na agua, podendo estar
fortemente adsorvido em sedimentos, devido ter um Koc (2511) maior do que o fipronil
(Koc=803) (GRIPP et al., 2016; GUNASEKARA et al., 2007).

Entretanto, com todos os riscos associados aos produtos de degradagdo do fipronil, a
revisdo da legislagdo acerca dos padrdes de potabilidade da agua para consumo (BRASIL,
2021) ndo contempla esses produtos de degradagao.

Na Tabela 13 estdo apresentados os valores das concentracdes de fipronil e fipronil
sulfona encontrados no presente trabalho na bacia do rio Guandu, bem como os encontrados
por outros trabalhos que também estudaram estes analitos em diversos tipos de matrizes
aquaticas.
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Tabela 13 - Valores de concentracgdo de fipronil encontrados em aguas superficiais
ao redor do mundo.

Local Concentracdes encontradas Referéncia
EUA 0,54 -207,27ng/ L Wu et al., 2015
EUA 0,003-2,11 pg/L Budd et al., 2015
Vietna 0,17 pg/L Chau et al., 2015"
Alemanha 0,24-0,92ng/L Michel et al.,2016
EUA 131 +£30 ng/L McMahen et al., 2016
Holanda 11-130ng /L Tennekes et al., 2018
EUA 0,3+0,1 ng/L Montiel-Léon et al., 2018*
Brasil 29,2 ng/LL Sposito et al., 2018*
Brasil 26,2 ng/L Barizon et al., 2019*
Brasil 1-22 ng/L Montagner et al., 2019*
China 0,09 -9,46ng/L Lietal., 2019
Japido 0,002-0,322 pg/L Hano et al., 2019"
Brasil 4,51+£0,30 ug /L Scheel et al., 2020"
Vietna 0,04ng/L Wan et al., 2021°
Brasil 0,132-2,44 pg/L Presente trabalho,2021

*método para analise de multiresiduos

De acordo com Bonmatin e colaboradores (2015), o fipronil pode ser encontrado em
amostras de dgua em niveis de concentragdo que variam desde o nivel de ng/L (ppt) ao pg/L
(ppb). Estudos relatando a presenca de fipronil em aguas superficiais ao redor do mundo
(Tabela 12), mostram faixas de concentracao de 0,54 - 207,27 ng/L (WU et al., 2015) e 0,003-
2,11 pg/L (BUDD et al.,2015) nos EUA, 0,24 - 0,92 ng/L na Alemanha (MICHEL et al.,2016),
11-130 ng/L na Holanda (TENNEKES, 2018), 0,09 - 9,46 ng/L na China (LI et al., 2019),
0,002-0,322 pg/L no Japao (HANO et al., 2019) e concentragdes meédias de 0,3 + 0,1 ng/L
(MONTIEL-LEON et al., 2018) ¢ 131 = 30 ng/L (MCMAHEN et al., 2016) nos EUA , 0,17
pg/L (CHAU et al., 2015) e 0,04 ng/L (WAN et al., 2021) no sul e ao norte do Vietna,
respectivamente. Na maioria dos estudos, o fipronil foi detectado em uma escala de
concentracdo de ng/L. No presente trabalho, fipronil foi encontrado em concentragdes em niveis
de pg/L, semelhante aos estudos relatados por Budd e colaboradores (2015) e Chau e
colaboradores (2015).

Estudos reportam a ocorréncia de tragos de fipronil em aguas brasileiras, na mesma faixa
de concentracao relatada no presente estudo ou até superior.

Na regido sul do Brasil, um estudo realizado por Marchesan e colaboradores (2010)
avaliou a presenca de oito agrotoxicos durante o periodo de cultivo do arroz irrigado em rios
do Rio Grande do Sul. Fipronil foi um dos agrotoxicos mais frequentemente encontrados com
valores de concentragdo na faixa de 0,05-26,2 pg/L.

Na regido centro-oeste do Brasil, Sposito e colaboradores (2018) analisaram a
ocorréncia de fipronil e outros contaminantes emergentes em dois importantes rios para o estado
do Mato Grosso do Sul (rio Dourados e Brilhantes), utilizados para irrigagao, aquicultura, pesca
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e como fontes de dgua potavel para as pessoas que vivem ao lado deles. Fipronil foi encontrado
com uma concentracdo média de 29,2 ng/L. em apenas um ponto do rio Dourados, nesse ponto
também foram encontrados altos niveis de outros contaminantes avaliados, justificado pela alta
taxa de urbanizac¢do ao redor.

Na regido Sudeste, estado de Sdo Paulo (SP), Montagner ¢ colaboradores (2014),
desenvolveram um método para avaliacdo simultanea de residuos de 12 agrotdxicos, entre eles
fipronil, em 13 rios e amostras de agua potavel em 9 cidades do Estado de Sao Paulo (Brasil),
que sdo provavelmente contaminados devido ao uso generalizado desses produtos. Os
resultados mostraram que as aguas investigadas sdo altamente impactadas com carbendazim e
atrazina, porém o fipronil ndo foi encontrado. Entretanto, em 2019, Montagner e colaboradores
reportaram um estudo de monitoramento realizado entre 2010-2015, em diferentes cidades no
estado de SP, para avaliar a ocorréncia de contaminantes emergentes, entre eles fipronil, em
diversos tipos de agua (potavel, superficial e subterranea), além do esgoto bruto e tratado.
Fipronil foi encontrado em 38% das amostras de agua superficial na faixa de concentragdo 1-
22 ng/L, enquanto em amostras de dgua potavel foi encontrado com uma frequéncia de 35%,
na faixa de concentracdo 1-13 ng/L.

Através de um monitoramento continuo realizado pela CETESB nas aguas superficiais
do Estado de Sao Paulo, o fipronil e outros agrotdxicos foram encontrados durante o ano de
2018 e 2019. Nestes dois anos o monitoramento de agrotoxico foi realizado em 23 pontos
localizados em bacias hidrograficas com maior representatividade de uso agricola. O fipronil
foi um dos agrotoxicos que apresentou uma das maiores amplitudes de concentragdes nos
pontos de monitoramento (2 - 692 ng/L) e uma das maiores frequéncias de quantificacdo
(>70%) (CETESB, 2020).

Ainda no estado de Sao Paulo, Barizon e colaboradores (2019), realizaram uma analise
multiresiduo na bacia do rio Camanducaia, o qual tem contribuicdo para o abastecimento do
sistema Cantareira, que ¢ uma das principais fontes de agua para a metrépole de Sao Paulo e
Campinas. As amostras foram coletadas em doze locais ao longo do rio Camanducaia e seus
afluentes, por um periodo de quatro meses ¢ em estacdes de alto indice pluviométrico. Foi
avaliada a presencga de 46 pesticidas, entre eles fipronil, no qual foi encontrado na concentragao
de 26,2 pg/L.

Scheel e Teixeira (2020) desenvolveram um método para determinacao de fipronil, um
inseticida e dois fungicidas (picoxistrobina e carbendazim) em matrizes aquaticas. Para avaliar
a viabilidade do método proposto, analisaram a presenca desses agrotdoxicos em pogos
artesianos, lagos artificiais, balnedrios, aguas costeiras, um riacho e agua da chuva em
diferentes cidades nos estados do Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. Fipronil
foi encontrado com uma concentragdo de 4,51 + 0,30 pg/L na agua do mar em Guaratuba
(Parana).

Esses estudos destacam a necessidade da expansdo de estudos para avaliacdo da
presenca de agrotdxicos nos recursos hidricos brasileiros, pois estudos sobre a ocorréncia de
agrotoxicos em agua doce sdo escassos (ALBUQUERQUE ef al., 2016; BARIZON et al.,
2020).

A bacia do rio Guandu localizada no estado do Rio de Janeiro, é seriamente afetada pelo
desenvolvimento industrial, pela expansao populacional e pelas atividades humanas, recebendo
diariamente 112 milhdes de litros de esgotos domésticos in natura por dia, dos 15 municipios
localizados na bacia (BIANCO et al., 2020; KLIGERMAN; SANCANARI; NOGUEIRA,
2021). Entretanto, os estudos para avaliacdo da qualidade da 4gua nesta area sdo escassos € 0s
estudos realizados até o momento encontraram poluentes que variam desde niveis de ng/L ao
ug/L (DE ARAUJO et al., 2020; DIAS, 2014; FERNANDES, 2019; FERREIRA, 2014;
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GONCALVES, 2012; MONTEIRO et al., 2018). No entanto, relatos sobre a presenca de
agrotoxicos sdo escassos ¢ a presenga do fipronil na bacia ainda nio havia sido relatada.

Diversos agrotoxicos utilizados no Brasil, ndo possuem padrdes de qualidade (VMP)
definidos na Resolucdo n° 357/2005 do CONAMA (BRASIL, 2005), sendo o Fipronil um deles.
Para avaliacao da qualidade da 4gua nos pontos amostrados, os valores encontrados podem ser
correlacionados com os valores ecotoxicologicos definidos pela USEPA (USEPA, 2017). Os
valores de fipronil encontrados no presente estudo superam os critérios estabelecidos para
protecdo da vida aquatica em 75% dos pontos avaliados (Figura 21).

DRfA invertebrados aquaticos (0,11ug/L)

Figura 21 - Comparacdo da concentragao de fipronil nos oitos pontos de amostragem em duas
diferentes estagoes (Verdo e outono). Legenda:(---) Dose aguda de referéncia para
invertebrados aquaticos (USEPA, 2017).

As concentracdes encontradas foram superiores ao valor de dose aguda de referéncia
para invertebrados aquaticos (0,11 pg/L) sendo a magnitude dessas ultrapassagens ao redor de
1,2 - 22,2 vezes, porém os valores encontrados foram inferiores ao valor dose aguda de
referéncia para peixes (41,5 pg/L).

A concentragdo mais baixa de fipronil detectada no presente estudo (0,132 pg/L)
ultrapassa a concentragdo limite de fipronil (0,07 ng/L) sugerida pela Holanda em aguas
superficiais, com base em dados ecotoxicologicos (TENNEKES, 2018).

Sendo a bacia do rio Guandu uma importante fonte de d4gua de abastecimento para o
estado do Rio de janeiro e considerando que o fipronil foi recentemente incluido na portaria
que avalia a potabilidade da dgua para consumo (BRASIL, 2017), através da revisao do anexo
XX na Portaria n° 888/2021, do MS (BRASIL, 2021), verificamos que em quatro pontos ha a
ultrapassagem do limite maximo seguro desse agrotoxico estabelecido na legislagdo vigente
(1,2 pg/L).

Dos quatro pontos onde ocorreu essa ultrapassagem do padrdo de potabilidade, trés
pontos (Rio Guandu, Queimados-P6GR; Rio Queimados-P7QR; Lagoa Guandu — P4GL) estao
localizados antes da ETA Guandu impactando a qualidade da agua que ¢ utilizada para
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abastecimento, sendo um dos pontos (Lagoa Guandu — P4GL) localizado bem proximo da area
de captacdo de agua para ETA Guandu, indicando a necessidade de monitoramento continuo
na bacia do Guandu.

Embora este estudo forneca informagdes importantes sobre a presenca de fipronil e um
de seus produtos de degradacdo em aguas superficiais no estado do Rio de Janeiro, existem
algumas limitagoes. A analise dos demais produtos de degradag@o do fipronil, a ampliagdo do
nimero de amostras em cada ponto de amostragem, bem como a avalia¢ao da influéncia de
todas as estacdes climaticas, analise da agua potavel para avaliagdo do impacto desse estudo
para a saude humana e a analise de sedimentos e biota aquatica para determinagao de fipronil
sulfona, para melhor compreensio do percurso desse produto nessa bacia, sdo pontos relevantes
a serem considerados para um monitoramento completo do fipronil e de suas fragdes.

Porém, este estudo agrega dados basicos necessarios para futuros estudos de
monitoramento em uma regiao de grande importancia para a cidade do Rio de Janeiro e alerta
para a inclusdo desse agrotdxico e seus derivados na legislagdo, para o monitoramento em aguas
superficiais.

5 CONCLUSAO

O método SPE-LC-MS desenvolvido permitiu a analise de fipronil e fipronil sulfona em
um unico dia de analise, utilizando apenas 100 mL de dgua e com um fator de concentragao de
500 vezes. Mostrou-se um método robusto, simples, seguro, de baixo custo econdmico
permitindo a aplicagdo em andlises de rotina para o monitoramento de fipronil e fipronil
sulfona.

O desenvolvimento da metodologia proposta de SPE-LC-MS mostrou-se, com base no
processo de validacao, adequado para a determinagao de fipronil e fipronil sulfona em amostras
de 4guas superficiais, na faixa de concentragdo de pg/L.

Obtencao de limites de deteccao e quantificagdo confiaveis para atendimento aos limites
estabelecidos pelos orgdos regulatorios que garantem a protecdo ambiental (USEPA) e a
potabilidade da agua para consumo humano (Ministério da Saude).

A metodologia proposta demonstrou ser uma ferramenta importante para a verificagao
de ocorréncia a presenga de fipronil (0,132 a 2,44 nug/L) e fipronil sulfona (< 0,050 a 0,135
ug/L), concentragdes que podem ser consideradas significativas em termos de riscos a saude
humana e ambiental, em uma bacia hidrografica representativa no Brasil.

Este trabalho traz um fornecimento de dados basicos para futuros estudos de
monitoramento ¢ um alerta para a inclusdo desse agrotoxico e seus derivados na legislagdo, para
0 monitoramento em aguas superficiais.

O desenvolvimento desse trabalho fornece condigdes e possibilidades de otimizacao da
técnica analitica, para diminui¢cdo do volume de solvente gerado, diminui¢do do tempo de
analise e aumento de sensibilidade.

Outros produtos de degradacao do fipronil também podem ser incluidos na metodologia
analitica para avaliarmos a presenga nas amostras, obtendo uma melhor compreensdo da
contaminacdo do agrotoxico nessa bacia.

Outra perspectiva deste trabalho, além de estudos de monitoramento de fipronil na bacia
do rio Guandu € necessario a ampliacdo do nimero de amostras em cada ponto de amostragem
na bacia e a avaliacdo da influéncia de todas as estagdes climaticas durante o monitoramento.

A analise de sedimentos e biota aquatica para a determinacao de fipronil sulfona, podem
auxiliar na compreensao do percurso desse produto nessa bacia.
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Devido a presenca de fipronil proximo a um importante ponto de captagdo de agua para
estacdo de tratamento de dgua, faz se necessaria a analise da agua potavel para avaliagcdo da
remocao de fipronil e fipronil-sulfona pelos processos convencionais de tratamento de agua e
o impacto desse estudo para a saide humana.
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ANEXOS

Anexo A — Cromatogramas dos pontos de amostragem (Figura 22 a 37).

Figura 22 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de 4gua de superficie do ponto de
amostragem no rio da Guarda em Itaguai (P1GR-verao).
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Figura 23 - Cromatograma da amostra de agua de superficie do ponto de amostragem no rio
da Guarda em Itaguai (P1GR-outono).
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Figura 24 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Santa Cruz (P2GR-verao).
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Figura 25 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Santa Cruz (P2GR-outono).
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Figura 26 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Nova Iguacu (P3GR-verao)
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Figura 27 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Nova Iguagu (P3GR-outono).
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Figura 28 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem da Lagoa Guandu em Nova Iguagu (P4GL-verao).
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Figura 29 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem da Lagoa Guandu em Nova Iguagu (P4GL-outono).
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Figura 30 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Japeri (PSGR-ver2o).
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Figura 31 -Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Japeri (P5SGR-outono).
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Figura 32 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Queimados (P6GR-verdo).
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Figura 33 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Queimados (P6GR-outono).
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Figura 34 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Queimados no Distrito Industrial em Queimados (P7QR-verao).
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Figura 35 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Queimados no Distrito Industrial em Queimados (P7QR-outono).

77



Figura 36 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Paracambi (P§GR-verao).
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Figura 37 - Cromatograma (LC-ESI-MS) da amostra de agua de superficie do ponto de
amostragem do rio Guandu em Paracambi (P8 GR-outono).
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