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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
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ESTUDO DA ESTABILIDADE A CAMPO DOS PESTICIDAS
CARBOFURANO E QUINCLORAQUE EM AGUA DE LAVOURA DE ARROZ
IRRIGADO EMPREGANDO SPE E HPLC-DAD
AUTORA: SANDRA CADORE PEIXOTO
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da defesa: Santa Maria, 24 de julho de 2007

O uso de pesticidas no controle de pragas,doencas e ervas daninhas
que prejudicam culturas de interesse agronémico visa 0 aumento da produgao.
A degradacao dos compostos aplicados ou sua conversao em outros produtos,
nao significa necessariamente perda da atividade biolégica, e muitas vezes,
essa conversao pode resultar em produtos ainda mais téxicos e ativos. O
estudo da persisténcia dos pesticidas nas lavouras é de grande importancia
para avaliar os riscos de contaminagdao ambiental.

Neste trabalho desenvolveu-se e validou-se um método analitico,
utiizando SPE e HPLC-DAD, para a determinacdo residual do inseticida
carbofurano e do herbicida quincloraque em agua de lavoura de arroz irrigado.
O método consiste na pré-concentracdo das amostras de agua em cartuchos
de SPE contendo 500 mg de C18 seguida da eluicao com metanol. Os extratos
foram analisados por HPLC-DAD com coluna Gemini C18 e detecgdo em 220
nm para o carbofurano e 270 nm para o quincloraque.

Na validagdo do método avaliou-se LOD, LOQ, linearidade, precisao
(repetitividade e precisao intermediaria) e exatidao, avaliada pela recuperacgéao.
Os valores de LOQ para o método foram 2 pg L™ para o carbofurano e 0,6 pg
L™ para o quincloraque. As curvas analiticas apresentaram linearidade entre
0,5 e 10,0 mg L™ para o carbofurano e 0,05 e 10,0 mg L™ para o quincloraque,
com valores de coeficiente de determinacao maiores que 0,995.

O método apresentou boa precisdo, com valores de RSD inferiores a
17,1%, e boa exatiddao, com recuperacdes entre 82 e 112%. A deteccédo por
arranjo de diodos permitiu a confirmacgéo e a quantificacdo de forma adequada
dos pesticidas em estudo.

Apés validado, o0 método foi aplicado para analisar amostras de agua de
lavoura de arroz irrigado de um experimento realizado no Campus da UFSM,
onde foram aplicados separadamente os pesticidas carbofurano e
quincloraque, nas safras 2006/2007.

O herbicida quincloraque apresentou maior persisténcia, com tempo de
meia-vida de aproximadamente 12 dias, e foram encontrados residuos até o
42° dia apos aplicagéo. O inseticida carbofurano foi bem menos persistente,
observando-se residuos apenas até 5 dias apos aplicacdo. Para carbofurano
nao foi possivel determinar o tempo de meia-vida e o seu metabdlito, 3-
hidroxicarbofurano, n&o foi encontrado nas amostras analisadas.

Palavras-chave: pesticidas; agua; HPLC-DAD
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The use of pesticides to control pests, diseases and weeds in crops of
agricultural interest aims at the increase of production. The degradation of
applied compounds or their conversion into other products, does not necessarily
mean the loss of biological activity, and many times, this conversion can result
in even more toxic and active products. The study of the pesticides’ persistence
in crops is of great importance in order to evaluate the risks of environmental
contamination.

In this study, an analytical method for the residual determination of the
insecticide carbofuran and the herbicide quinclorac in the water of irrigated rice
farming, using SPE and HPLC-DAD, was developed and validated. The method
consists of the pre-concentration of the water samples in SPE cartridges with
500 mg of C18 followed by elution with methanol. The extracts were analyzed
by HPLC-DAD with a Gemini C18 column and detection at 220 nm for
carbofuran and 270 nm for quinclorac.

In the method validation, LOD, LOQ, linearity, precision (repeatability and
intermediate precision) and accuracy (from the recovery) were evaluated. The
LOQ values for the method were 2 ug L™ for carbofuran and 0.6 pg L™ for
quinclorac. The analytical curves presented linearity between 0.5 and 10.0 mg
L™ for carbofuran and 0.05 and 10.0 mg L™ for quinclorac, with coefficient of
determination values higher than 0.995.

The method presented good precision, with RSD values lower than
17.1%, and good accuracy, with recoveries between 82 and 112%. The
detection by diode array allowed an adequate confirmation and quantification of
the pesticides in study.

After validation, the method was applied to analyze samples of water
from irrigated rice crops from an experiment carried out at the Campus of the
UFSM, where the pesticides, carbofuran and quinclorac, were applied,
separately, in the 2006/2007 harvests.

The herbicide quinclorac presented greater persistence, with a half life
time of approximately 12 days, and residues were found up to 42 days after the
application. The insecticide carbofuran was well less persistent, observing
residues only up to 5 days after application. For carbofuran, it was not possible
to determine the half life time and its metabolite, 3-hydroxycarbofuran, was not
found in the samples analyzed.

Keywords: pesticides; water; HPLC-DAD
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1 INTRODUCAO

A cultura do arroz irrigado destaca-se nos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina pelo seu valor econémico e social, pois estima-se que
1,1 milhdes de hectares s&o cultivados anualmente nesses estados.

Para a grande maioria da populacdo da América Latina, o arroz
irrigado constitui-se no principal alimento, sendo responsavel por 18% das
calorias e 12% das proteinas da dieta basica da populacao brasileira. Esta
cultura caracteriza-se também pelo uso intenso de agrotoxicos,
especialmente herbicidas e inseticidas, que associados ao manejo
inadequado da agua de irrigacdo, pode resultar em carreamento destes
produtos para fora das lavouras, contaminando aguas dos riachos, rios ou
lagoas.

A agua é fundamental para o planeta. Nela, surgiram as primeiras
formas de vida, e a partir dessas, originaram-se as formas terrestres, as
quais somente conseguiram sobreviver na medida em que puderam
desenvolver mecanismos fisiolégicos que lhes permitiram retirar agua do
meio e reté-la em seus préprios organismos. A evolucao dos seres vivos
sempre foi dependente da agua.

Existe uma falsa idéia de que os recursos hidricos sao infinitos.
Realmente ha muita agua no planeta, mas menos de 3% da agua do mundo
€ doce, da qual mais de 99% apresenta-se congelada nas regides polares
ou em rios e lagos subterraneos, o que dificulta sua utilizagdo pelo homem.

A agua € o constituinte mais caracteristico da terra, ingrediente
essencial da vida. E talvez o recurso mais importante que a terra fornece a
humanidade. Embora se observe pelos paises do mundo inteiro tanta
negligéncia e tanta falta de visdo em relacao a este recurso, € de se esperar
que os seres humanos tenham pela dgua grande respeito, que procurem
manter seus reservatorios naturais e conservar sua pureza. De fato, o futuro
da espécie humana e de outras espécies pode ficar comprometido a menos
que haja uma melhora significativa na administracdo dos recursos hidricos

terrestres.



A qualidade da agua potavel e a ndo-contaminacao dos alimentos sé
pode ser assegurada através de programas de monitoramento ambiental,
gue minimizam o risco de poluigao.

Com a crescente reducéo na disponibilidade de agua potavel para as
atividades humanas, o monitoramento de agrotéxicos no solo e na agua
constitui um indicador importante para garantir que eles estejam sendo
utilizados de forma adequada e que nao interfiram na qualidade das fontes
naturais de aguas.

O uso de pesticidas, que sdo substancias ou misturas que tem como
objetivo impedir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga na agricultura,
estd muito difundido, pois sdo considerados essenciais para conseguir
melhores condig¢des de cultivo e melhor produtividade.

Em arroz, os inseticidas e os herbicidas sdo normalmente aplicados,
pelo menos, em uma fase do desenvolvimento das plantas. O inseticida
carbofurano é muito utilizado na cultura de arroz irrigado para controlar as
pragas e o herbicida quincloraque para controlar as plantas daninhas que
prejudicam a producao do arroz.

A preocupacdo com a contaminacdo de ambientes aquaticos
aumenta, principalmente, quando a agua é utilizada para o consumo
humano. A Comunidade Européia estabeleceu em 0,1 pg L™ a concentragéo
maxima admissivel de qualquer pesticida em aguas destinadas ao consumo
humano e em 0,5 ug L™ para o total de residuos, sem deixar claro se deve-
se, ou nao, considerar também produtos de transformacado (CERDEIRA et
al., 2002).

O monitoramento dos pesticidas em agua necessita de métodos para
a determinacgéo e quantificacdo dos pesticidas na amostra. A Cromatografia
Gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) ou a Cromatografia Liquida
(LC, do inglés Liquid Chromatography), sao métodos de separacdo dos
constituintes de uma matriz, cuja aplicacdo permite a andlise qualitativa e
quantitativa de uma amostra.

Considerando a importancia da agua no mundo, bem como a sua
escassez, e a alta produtividade do arroz irrigado, este trabalho teve como
objetivos: (i) desenvolver e validar um método para a determinacao de



carbofurano e quinclorague em amostras de agua de lavoura de arroz,
utiizando SPE e HPLC-DAD; (ii) monitorar a estabilidade do inseticida
carbofurano e do herbicida quincloraque em agua de lavoura de arroz
irrigado de um experimento a campo, realizado na area experimental do
Campus da Universidade Federal de Santa Maria, na safra de 2006/2007 (iii)
avaliar o tempo de persisténcia na agua dos pesticidas selecionados neste
estudo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O arroz irrigado

O arroz é uma planta da familia das gramineas que alimenta mais da
metade da populagdo humana do mundo (EMBRAPA, 2007). E uma
graminea anual classificada no grupo de plantas C-3 adaptada a ambiente
aquatico. Esta adaptacao é devida a presenca de aerénquima no colmo e
nas raizes da planta, que possibilita a passagem de oxigénio do ar para a
camada da rizosfera (IRGA, 2007).

Para a expansdo de seu potencial produtivo, a cultura requer
temperatura ao redor de 24 a 30 °C e radiacao solar elevada, uma vez que a
disponibilidade hidrica ndo € um fator limitante, devido ao fato da cultura ser
produzida em condi¢cdes de solo inundado.

O Brasil esta entre os dez principais produtores mundiais de arroz,
com cerca de 11 milhées de toneladas para um consumo de 11,7 milhdes de
toneladas base casca. Essa producao é oriunda de dois sistemas de cultivo:
irrigado e de sequeiro (EMBRAPA, 2005).

A producdo deste cereal no Brasil € originaria, principalmente, das
lavouras irrigadas do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) que, em
conjunto, respondem por quase 60% da produg¢do nacional, sendo que
somente o RS contribui com cerca de 50%. A orizicultura gadcha contribui
com 2,3% do produto interno bruto do Estado e 40% da producédo de graos
(IRGA, 2007).

Para poder ser cultivado com sucesso, 0 arroz necessita de agua em
abundancia e desenvolve-se bem mesmo em terrenos muito inclinados. E a
terceira maior cultura cerealifera do mundo, apenas ultrapassado pelo milho
e trigo.

Cerca de 150 milhdes de hectares de arroz séo cultivados anualmente
no mundo, produzindo 590 milhdées de toneladas, sendo que mais de 75%
desta producao é oriunda do sistema de cultivo irrigado (EMBRAPA, 2005).



O arroz é um dos mais importantes grdos em termos de valor
econdmico. E alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e,
segundo estimativas, até 2050, havera uma demanda para atender ao dobro
desta populacdo (BARBOSA, 2004).

O arroz esta presente a mesa de dois tercos da populacdo mundial,
constituindo-se no alimento mais cultivado e consumido em varios paises. O
seu cultivo é tao antigo quanto a propria civilizagao.

O arroz € um dos componentes basicos na alimentacao da maioria da
populacdo brasileira e € um dos alimentos com melhor balanceamento
nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per capita
necessaria ao homem e, sendo uma cultura extremamente versatil que se
adapta a diferentes condicdes de solo e clima, é considerado a espécie que
apresenta maior potencial para o combate a fome no mundo (EMBRAPA,
2005).

A América Latina ocupa o segundo lugar em producao e o terceiro em
consumo. Assim como na Asia, o arroz ¢ um produto importante na
economia de muitos dos paises latino-americanos pelo fato de ser item
basico na dieta da populacado, como nos casos do Brasil, Colémbia e Peru,
ou por ser um produto importante no comércio internacional, como no de
Uruguai, Argentina e Guiana, como exportadores, e de Brasil, México e
Cuba, entre outros, como importadores.

As varzeas subtropicais estdo presentes nos estados do Rio Grande
do Sul (RS), Santa Catarina (SC) e Parana (PR). No RS sao encontrados
cerca de 5,4 milhées de hectares de varzeas e em SC aproximadamente
684 mil hectares. No PR, estima-se que existe cerca de 400 mil hectares, o
que totaliza uma area de cerca de 6,5 milhdes de hectares de varzeas na
Regido Sul do Brasil. Nessas varzeas, anualmente, séo cultivados com arroz
irrigado cerca de 1,1 milhées de hectares, cuja producao supre mais de 50%
da demanda nacional (EMBRAPA, 2005).

O cultivo do arroz irrigado, por submersao do solo, necessita em torno
de 2000 L (2 m® de &gua para produzir 1 kg de grdos com casca, estando
entre as culturas mais exigentes em termos de recursos hidricos (IRGA,
2007). Apesar desta alta exigéncia, a manutencdo de uma lamina de agua



(Figura 1) sobre a superficie do solo traz uma série de vantagens para as
plantas do arroz.
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Figura 1. Foto parcial da lavoura de arroz irrigado, mostrando a
submersao do solo em lamina de agua

A agua necessaria para a cultura do arroz irrigado deve ser captada
das fontes (rios, lagoas, barragens) de suprimento e conduzida até as fontes
consumidoras (lavouras). Estes procedimentos assumem um papel
importante, tanto para a garantia da produtividade, por meio de um correto
manejo da agua, quanto para a composi¢cao dos custos de producéo (IRGA,
2007).

A diferenca de nivel entre as duas fontes, em algumas condi¢des
especiais, permite a distribuicdo da agua por gravidade. Todavia, a situacao

hY

mais comum caracteriza-se por ser o nivel da agua inferior a cota da
localizagdo da lavoura. Neste caso, a agua a ser distribuida deve antes ser

elevada por meio mecéanico (bombeamento).



2.1.1 Principais espécies que prejudicam a producao do arroz irrigado

Para alcancar os melhores rendimentos de grédos de arroz, as
lavouras devem crescer livres de pragas ou plantas daninhas. Esta
interferéncia € um dos principais fatores que limitam a produtividade e a
rentabilidade da cultura do arroz. As plantas daninhas sdo um dos principais
fatores limitantes da produtividade do arroz. Além dos efeitos diretos, através
da competicdo por nutrientes, agua e luz, elas prejudicam a qualidade do
produto e servem como hospedeiras de pragas e doencgas.

Dentre as espécies daninhas, o arroz vermelho merece um destaque
especial, por estar disseminado em quase toda a area cultivada com arroz
irrigado no Rio Grande do Sul. As plantas daninhas além de reduzir
significativamente o rendimento da lavoura de arroz irrigado e aumentar o
custo de producao diretamente, sdo responsaveis pelo aumento da umidade
dos graos na colheita e pela reducdo no rendimento classificatério dos
graos, bem como sao hospedeiras de doencas e pragas (EMBRAPA, 2006).

No momento do estabelecimento da lavoura é onde ha maior
competicdo com a cultura por parte das plantas daninhas, que se aproveitam
do fertilizante e da luz assim como do COy; por isto € necessario um bom
controle de ervas daninhas para se ter sucesso no empreendimento.

Entre as pragas que reduzem a economicidade da cultura do arroz
irrigado na regido subtropical do Brasil destacam-se espécies de insetos,
moluscos e passaros, que causam perdas de produtividade de 10 a 35%.

Associados a ocorréncia de pragas ainda existem os riscos de
impacto ambiental, decorrentes do crescente uso irracional de inseticidas
quimicos aplicados para controle. O sistema de implantacao da cultura € um
dos fatores que mais influenciam nos niveis de danos. As principais
diferencas sdo detectadas entre lavouras implantadas em solo seco com
posterior inundacao (plantio direto e convencional) e lavouras de arroz pré-
germinado, havendo tendéncia dessas Ultimas serem as mais prejudicadas.
As espécies de insetos mais prejudiciais ao arroz irrigado sdo: Spodoptera
frugiperda (lagarta-da-folha), Oryzophagus oryzae (gorgulho-aquatico),
Tibraca limbativentris (percevejo-do-colmo) e Oebalus poecilus (percevejo-



do-gréo). Pomacea canaliculata e Argelaius ruficapilus sdo, respectivamente,

as espécies de molusco e passaro mais daninhos a cultura.

2.1.2 Controle das pragas no arroz irrigado

Para alcancar altos rendimentos, é fundamental que o produtor
maneje as formas de evitar as pragas do arroz irrigado. As recomendacoes
técnicas para o controle de pragas na cultura do arroz irrigado no Rio
Grande do Sul, visam o emprego de medidas integradas capazes de reduzir
os danos a cultura.

Os principais métodos de controle das pragas do arroz irrigado sao
(EMBRAPA, 2005):

a) Método cultural de controle de pragas:

O uso de métodos alternativos de controle necessita ser intensificado,
visando especialmente a reducdo do custo de producdo e a preservacao
ambiental. Os métodos culturais recomendados para o controle de algumas
pragas estao descritos a seguir:

e Uso de sementes certificadas, selecionadas para uma adequada
producéo;

e Rotacdo de culturas, intercalando o tipo de producdo em diferentes
periodos;

e Sucessao e integracdo com pecuaria;

e Sistema de plantio, como por exemplo, a semeadura direta e

convencional.

b) Método de controle manual:
No caso de baixa infestacdo, podem-se retirar manualmente as
plantas daninhas, prejudiciais a producao de arroz.



c) Método de controle quimico:

Devido as suas caracteristicas proprias, a cultura do arroz irrigado
forma um agroecossistema peculiar, sensivel a interferéncia de fatores
negativos como o uso indiscriminado de inseticidas.

O uso de herbicidas na cultura de arroz irrigado no Brasil teve seu
inicio na década de 1940 com o descobrimento dos herbicidas organo-
sintéticos do grupo do 2,4-D vindo apds, os inibidores de fotossintese. O uso
de herbicidas deve ter sempre o acompanhamento de um técnico (IRGA,
2005).

No Rio Grande do Sul, o plantio de arroz irrigado inicia no periodo em
que as temperaturas se elevam, ou seja, no més de outubro, a fim de facilitar
a germinacao do grao. A aplicacao de pesticidas na cultura do arroz procede

da seguinte maneira:

- Pré-emergente: Aplicado logo apds a semeadura do arroz até o inicio da
emergéncia das plantulas. E fundamental ter umidade de solo no momento
ou apéds a aplicacao do pesticida, com o inicio da irrigacao ou ocorréncia de

chuva.

- Pés-emergente: Aplicado ap6s o surgimento das plantas daninhas. Pode-
se classificar como pds-emergéncia inicial, quando as plantas apresentarem
de 2 a 4 folhas e, pds-emergéncia tardia, quando as mesmas estiverem com
4 a 8 folhas, no geral com o surgimento de perfilhos, necessitando doses de

herbicidas maiores.

2.1.3 Pesticidas permitidos para o uso em arroz irrigado

Apesar de existir no mercado um grande nimero de compostos para
controle de plantas daninhas, insetos, fungos e outros organismos que
prejudicam a producéo de lavouras de arroz, existe uma demanda crescente
de novos produtos para controlar esses organismos, que cada vez sdo mais

resistentes.
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Na Regido Sul do Brasil, a cultura do arroz irrigado é atacada por
varias pragas, cujo dano pode prejudicar a produtividade e a qualidade dos
graos colhidos.

O uso de pesticidas é ainda a principal maneira utilizada no campo
para a prevencado e o controle de pragas. Estes compostos, porém, sao
potencialmente tdéxicos ao homem, e a presenca de seus residuos nos
alimentos pode significar risco para a saude do consumidor.

Na Tabela 1, estédo relacionados os herbicidas recomendados para a
cultura do arroz irrigado, levando-se em consideracdo os produtos
disponiveis no mercado e a suscetibilidade das diferentes espécies daninhas
aos diversos ingredientes ativos.

Os inseticidas para o controle dos principais insetos prejudiciais ao
arroz irrigado, registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), estao listados na Tabela 2.

2.2 Os pesticidas

Literalmente, o termo praguicida tem o significado de produto com a
capacidade de destruir pragas. A denominacédo pesticida, muito difundida
entre os povos de lingua portuguesa e usual naqueles de lingua inglesa, tem
o significado literal de algo com poder de destruir pestes. O termo defensivo
tem o significado de algo que serve para defender ou resistir ao ataque de
um inimigo qualquer. Um outro termo também em uso é agrotdxico, que tem
o sentido geral de incluir todos os compostos quimicos usados na agricultura
(FAO, 2005).

A Agéncia Nacional de Protecao Ambiental (EPA) dos Estados Unidos
possui aproximadamente 900 produtos registrados como pesticidas. Desses,
em torno de 200 sao produzidos em larga escala. Os 900 ingredientes ativos
incluem cerca de 250 herbicidas, 220 inseticidas, 175 fungicidas e
nematicidas e 45 rodenticidas (composto utilizado para matar roedores como
ratos), sendo os 210 restantes utilizados como desinfetantes ou para fins

diversos. Apesar de esses nUmeros variarem um pouco, uma vez que novos



11

produtos sdo sempre registrados e outros retirados do mercado, observa-se
nitidamente que os herbicidas, inseticidas, fungicidas e nematicidas
constituem a grande maioria dos compostos (EPA, 2007).

Os pesticidas ou praguicidas, sao todas as substancias ou misturas
gue tem como objetivos impedir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga.



Tabela 1. Herbicidas recomendados para a cultura do arroz irrigado no Brasil

Nome Comum Ne CAS Grupo Quimico IDA (mg kg™ pc) Classe
Toxicologica*

2,4-D 94-75-7 acido ariloxialcandico 1 I

Azinsulfurom 120162-55-2 sulfoniluréia 0,1 [
Bentazona 25057-89-0 benzotiadiazinona 0,1 I
Bispiribaque-sédico 125401-92-5 acido pirimidiniloxibenzoico 0,01 1
Carfentrazona-etilica 128639-02-1 triazolona 0,03 v
Cialofope-butilico 122008-85-9 acido ariloxifenoxipropidnico 0,003 [
Ciclossulfamurom 136849-15-5 sulfoniluréia 0,03 [
Clomazona 81777-89-1  isoxazolidinona 0,04 [
Dibrometo de diquate 85-00-7 bipiridilio 0,002 Il
Dicloreto de paraquate 1910-42-5 bipiridilio 0,004 I

Etoxissulfurom 126801-58-9 sulfoniluréia 0,04 I
Glifosato 1071-83-6 glicina substituida 0,042 v
Imazapique 104098-48-8 imidazolinona 0,5 Il
Imazetapir 81335-77-5 imidazolinona 0,25 [
Metsulfurom-metilico 74223-64-6  sulfoniluréia 0,01 [
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Molinato 2212-67-1
Oxadiazona 19666-30-9
Oxifluorfem 42874-03-3
Pendimetalina 40487-42-1
Penoxsulam 219714-96-2
Picloram 1918-02-1
Pirazossulfurom-etilico 93697-74-6
Propanil 709-98-8
Quincloraque 84087-01-4
Sulfosato 81591-81-3
Tiobencarbe 28249-77-6
Triclopir-butotilico 64700-56-7
Trifluralina 1582-09-8

tiocarbamato
oxadiazolona

éter difenilico
dinitroanilina
sulfonanilida triazolopirimidina
acido piridinocarboxilico
sulfoniluréia

anilida

acido quinolinocarboxilico
glicina substituida
tiocarbamato

acido piridiniloxialcandico

dinitroanilina

0,02
0,005
0,003

0,1

0,05

0,07
0,006
0,005

0,38
0,03
0,01
0,05
0,02

Fonte: AGROFIT, 2007

IDA = Ingestéo Diaria Aceitavel

pc = peso corporal

* Classe toxicolégica de acordo com a Tabela 3
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Tabela 2. Inseticidas recomendados para o controle das principais pragas do arroz irrigado

Nome Comum N° CAS Grupo Quimico IDA (mg kg™ pc) Clas?e
Toxicologica

Benfuracarbe 82560-54-1 metilcarbamato de benzofuranila 0,007 Il
Beta-ciflutrina 68359-37-5 piretroide 0,02 Il
Beta-cipermetrina 65731-84-2 piretroide 0,01 1]
Bifentrina 82657-04-3 piretroide 0,02 Il
Carbofurano 1563-66-2 metilcarbamato de benzofuranila 0,002 I

Carbosulfano 55285-14-8 metilcarbamato de benzofuranila 0,01 Il
Ciflutrina 68359-37-5 piretroide 0,02 Il
Cipermetrina 52315-07-8 piretroide 0,05 Il
Deltametrina 52918-63-5 piretroide 0,01 1]
Diflubenzurom 35367-38-5 benzoiluréia 0,02 v
Esfenvalerato 66230-04-4 piretroide 0,02 Il

Etiprole 181587-01-9 fenilpirazol 0,005 1]
Fipronil 120068-37-3 pirazol 0,0002 Il

Fosfeto de aluminio 20859-73-8 inorganico precursor de fosfina 0,01 I

Fosfeto de Magnésio  12057-74-8 inorganico precursor de fosfina 0,04 I

14



Fosfina 7803-51-2
Furatiocarbe 65907-30-4
Imidacloprido 138261-41-3
Lambda-cialotrina 91465-08-6
Malationa 121-75-5
Parationa-metilica 298-00-0
Permetrina 52645-53-1
Pirimifés-metilico 29232-93-7
Terra diatomacea 14808-60-7
Tiametoxam 153719-23-4
Tiodicarbe 59669-26-0
Triclorfom 52-68-6
Zeta-cipermetrina 52315-07-8

inorganico
metilcarbamato de benzofuranila
neonicotindide

piretréide
organofosforado
organofosforado
piretréide
organofosforado
inorganico
neonicotindide
metilcarbamato de oxima
organofosforado
piretréide

0,01
0,1
0,05
0,05
0,3
0,003
0,05
0,03
0,003
0,02
0,03
0,01
0,005

Fonte: AGROFIT, 2007

IDA = Ingestao Diaria Aceitavel

pc = peso corporal

* Classe toxicoldgica de acordo com a Tabela 3

15



16

Um pesticida pode ser uma substadncia quimica ou um agente
bioldgico que é lancado de encontro com as pragas que estiverem
destruindo uma plantacédo, disseminando doencas, incomodando pessoas,
etc. E utilizado no combate de diversas formas de seres vivos, tais como:
insetos, ervas daninhas, moluscos, passaros, mamiferos, peixes,
nematelmintos e micrébios.

Nao sao necessariamente venenos, porém quase sempre sao toxicos.

Segundo SANCHES (2003), os pesticidas podem ser classificados
conforme a praga que eles combatem:

Acaricidas: para o controle de acaros.

Bactericidas: para o controle de bactérias.

Fungicidas: para o controle de fungos.

Herbicidas: para o controle de plantas daninhas.

Inseticidas: para o controle de insetos.

Nematicidas: para o controle de nematoides.

Rodenticidas: para o controle de ratos e outros tipos de roedores.
Vermifugos: para o controle de vermes.

E também podem ser classificados em:

Organicos sintéticos: Carbamatos (nitrogenados), clorados, fosforados e
clorofosforados.
Inorganicos: A base de arsénio, talio, bario, nitrogénio, fésforo, cadmio,
ferro, selénio, chumbo, cobre, mercurio e zinco.

Botanicos: A base de nicotina, piretrina, sabadina e rotenona.

2.2.1 Historia e legislacao dos pesticidas

Os seres humanos tém usado pesticidas para impedir danos as suas
colheitas desde aproximadamente 500 a.C.. O primeiro pesticida conhecido
foi o enxofre. Por volta do século XV, comecaram a ser utilizados elementos
quimicos toxicos como 0 arsénio e o mercurio no combate a pragas em
colheitas. No século XVII, o sulfato de nicotina foi extraido das folhas de
tabaco para ser usado como pesticida. Ja no século XIX, viu-se a introducao
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de dois novos pesticidas: um derivado do Chrysanthemum Cinerariaefolium
da familia asteraceae, e o rotenone que é derivado de raizes de legumes
tropicais (EMBRAPA, 2005).

Em 1939, Paul Miller descobriu que o DDT era um inseticida muito
eficaz. Transformou-se rapidamente no pesticida mais usado no mundo.
Entretanto, na década de 60, descobriu-se que o DDT provocava danos a
saude de diversas espécies de aves, prejudicando sua reproducdo e
oferecendo grandes riscos para biodiversidade. Rachel Carson escreveu o
livro best-seller Silent spring que criticava e alertava para o uso deste
pesticida.

Atualmente, o DDT ¢é proibido em pelo menos 86 paises (KAUSHIK,
2007). No entanto, ele continua sendo usado em algumas nac¢dées no
combate a maldria e outras doencgas tropicais, matando mosquitos e outros
insetos transmissores.

O uso de pesticidas dobrou desde a década de 1950, e cerca de 2,5
milhdes de toneladas de pesticidas industriais sdo usados agora todos os
anos.

Na maior parte dos paises, a venda ou uso de um pesticida deve ser
aprovada por uma agéncia do governo. Diversos estudos devem ser feitos
para indicar se o material é eficaz no combate as pragas.

Alguns pesticidas sdo considerados demasiadamente perigosos para
serem vendidos ao publico geral. Somente pessoas ou organizagdées que
passaram por avaliagbes prévias podem comprar € supervisionar a
aplicacao destes tipos de pesticida (TOMLIN, 2004).

A preocupagdo com a contaminacdo de ambientes aquaticos
aumenta, principalmente, quando a dgua € usada para o consumo humano.
A Comunidade Européia estabeleceu em 0,1 pug L™ a concentragdo maxima
admissivel de qualquer pesticida em aguas destinadas para o consumo
humano e em 0,5 pg L™ para o total de residuos, sem deixar claro se deve-
se, ou nao, considerar também os produtos de transformacao.

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) e a

Organizacao Mundial da Saude estabelecem niveis maximos para pesticidas
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individuais em agua destinada ao consumo humano, baseados em estudos
toxicoldgicos e epidemoldgicos.

No Brasil, a Resolucao n? 357 / CONAMA, de 17/03/2005, estabelece
limites maximos de contaminantes em agua dependendo do seu destino;
sendo que, dentre estes, estdo alguns pesticidas organoclorados,
organofosforados e carbamatos. A Portaria n® 518 / ANVISA, de 25/03/2004,
do Ministério da Saulde (Padrdo de Potabilidade da Agua Destinada ao
Abastecimento da Populacdo Humana), estabelece limites de pesticidas em

aguas destinadas ao consumo humanao.

2.2.2 Efeitos e perigos dos pesticidas

O uso de agrotdéxicos para minimizar com as pragas da agricultura
deve ser moderado e feito com alguns cuidados, sendo, pode causar a
contaminacao e desertificagdo do solo. O uso intenso de agrotdxicos pode
levar a degradacdo dos recursos naturais, em alguns casos de forma
irreversivel, levando a desequilibrios biolégicos e ecoldgicos, entre eles a
contaminacao dos lengdis freaticos e do préprio solo (EMBRAPA, 2007).

Os pesticidas podem apresentar perigo para os consumidores. Eles
oferecem ameacas também durante a manufatura, o transporte, durante
e/ou depois de seu uso.

O uso de pesticidas na agricultura, para o controle de pragas, também
pode oferecer riscos para as pessoas. Através do processo de selecao
natural, as pragas podem se tornar muito resistentes a agao do pesticida.

Os sistemas de producéao intensivos elevam a necessidade de uso de
agroquimicos, 0s quais aumentam as concentragdes residuais dos
agrotoxicos, ou de seus metabdlitos que, por sua vez, podem comprometer a
qualidade de aguas superficiais e subterrdneas. A deriva de agrotdxicos
ocorrida durante o processo de aplicacdo dos produtos, diminui a eficiéncia
da aplicacao, além de comprometer a qualidade da flora e da fauna nativas,
assim como da agua local e de outras regides, sem falar da propria satude do
trabalhador rural e de comunidades vizinhas. Se um produto fica mais tempo
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no solo (alta adsorcao) é maior sua possibilidade de degradar-se sem se
espalhar para outros ambientes através da lixiviagcdo ou percolacao das
substéancias, reduzindo o risco de contaminagéo (ALDER et al., 2006).

Além da degradacéao bioldgica, os pesticidas podem ser parcialmente
degradados através de processos quimicos ou fotoquimicos, sendo
chamados de processos abibticos de degradacdo como oxidagéo, reducéo,
hidrolise e fotdlise.

A Figura 2 mostra as varias formas de entrada dos agrotdxicos nos
compartimentos solo, agua, bem como as vias de degradacdo e

deslocamento destes entre os diferentes ambientes.

Deriva
Escoamento
| ! superficial
Chuva
Volatilizaggo Agrotoxico
Organismos

C aquaticos ’ o4
I /" : Agua subterranea ‘
\ _\_\_'_'_'_f_'._.-"'

——

Sedimento

Figura 2. Diagrama esquematico das vias de poluicao ambiental por
pesticidas (BEYRUTH, 2003)

Assim, a agua que chega aos nossos rios é produto do ciclo

hidroldgico. A energia solar aquece a agua, faz com que esta evapore, seja
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transportada pelo vento, condensada e precipitada. No solo, a acdo da
gravidade leva esta agua para os pontos mais baixos do terreno, até chegar
aos rios e oceanos, sendo que, parte dessa agua atinge os lencois
subterraneos por infiltracéo. No ciclo hidrolégico, o processo de evaporacao
e precipitagdo age como um gigantesco destilador. A partir da condensacao
inicia-se o processo de contaminagcdo com a dissolucao de gases nas gotas
da chuva, e no solo a agua dissolve uma série de substancias presente
(GANDARA et al., 2003).

Desse modo, os pesticidas com maior ou menor rapidez podem ser
transportados dentro do préprio solo ou para fora deste ecossistema.

FERRACINI et al. (2001) apontam a facilidade de uso dos modelos
matematicos apresentados como indices ou como intervalos matematicos,
tais como o indice de GUS, os critérios da EPA e o Método de GOSS. Os
parametros de entrada desses modelos sdo: Koc (em mL g™, t ¥z solo (em
dias), solubilidade em agua (em mg L") e Constante de Henry (em Pa m?3

mol™).

(a) Critérios da EPA

Em resumo, os critérios de “screening” sugeridos pela EPA na analise
preliminar de riscos de contaminacao de aguas subterraneas por pesticidas
S0 0s seguintes:
- Solubilidade em 4agua > 30 mg L. A solubilidade em agua afeta o equilibrio
da particao pelo controle das concentragcdes no meio difuso ar/agua, como
também afeta as velocidades de processos de transferéncias como a
evaporagao do agrotéxico que esta presente no solo ou na agua para o ar,
ou a adsorcdo do produto que esta presente na agua. Assim, ela é um
indicativo da facilidade do principio ativo em lixiviar.
- Constante de adsorcdo a matéria organica do solo < 300-500. O Koc é
fator preditivo da biodisponibilidade do agrotéxico, uma vez que os produtos
hidrofébicos (insoluveis em agua) podem ligar-se reversivelmente ao
conjunto de carbono organico. O valor de Koc mede a tendéncia que um
composto quimico tem de sofrer particao entre a fase solida e a solugao do
solo no sistema solo-agua. Assim, como Koc mede a quantidade de carbono
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organico adsorvido ao solo, é util para estimar: a extensdo em que um soluto
organico sofrera particdo no solo quando a 4gua movimentar-se através do
perfil do solo; o grau em que 0s compostos quimicos adsorverao na
superficie do solo; a particdo durante o escoamento superficial do solo; a
particdo em sedimentos aquosos.

- Constante da Lei de Henry < 10 Pa m® mol™

- Meia-vida no solo > 2 - 3 semanas

- Meia-vida na agua > 25 semanas. O t'2 é util para a comparacdo da
persisténcia relativa de diferentes agrotéxicos no meio ambiente. Assim, sao
importantes para o entendimento do potencial de impacto no solo ou na

agua.

(b) “Ground water ubiquity score” — GUS

O indice de GUS (indice de vulnerabilidade de aguas subterraneas) é
calculado através dos valores de meia-vida do composto no solo e do
coeficiente de adsorcdo a matéria organica do solo, ndo levando em
consideracao outras propriedades como solubilidade em agua. As faixas de
classificacao dos compostos de acordo com sua tendéncia a lixiviagao sao:
GUS < 1,8: ndo sofre lixiviacao
1,8 < GUS < 2,8: faixa de transi¢ao
GUS > 2,8: provavel lixiviagao

(c) Método de Goss

Os critérios propostos para a avaliacao do potencial de contaminagao
de aguas superficiais sao:
- Alto potencial de transporte associado ao sedimento: meia-vida no solo 2
40 dias e Koc = 1000 ou meia-vida no solo = 40 dias e Koc = 500 e
solubilidade em agua < 0,5 mg L.
- Baixo potencial de transporte associado ao sedimento: meia-vida no solo <
1 dia ou meia-vida no solo < 40 dias, Koc < 500 e solubilidade em agua = 0,5
mg L™ ou meia-vida no solo < 2 dias e Koc < 500 ou meia-vida no solo < 4
dias e Koc < 900 e solubilidade em agua = 0,5 mg L™ ou meia-vida no solo <
40 dias e Koc < 900 e solubilidade em 4gua=2mg L.
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- Alto potencial de transporte dissolvido em agua: meia-vida no solo: meia-
vida no solo > 35 dias, Koc < 1.000.000 e solubilidade em 4gua = 1 mg L
ou Koc < 700 e solubilidade em 4gua entre 10 e 100 mg L™,

- Baixo potencial de transporte dissolvido em agua: Koc = 1.000.000 ou
meia-vida no solo < 1 dia e Koc < 100 ou meia-vida no solo < 35 dias e
solubilidade em agua < 0,5mg L™,

As substancias que ndo se enquadram e nenhum dos critérios acima
sdao consideradas como tendo potencial médio para poluirem aguas
superficiais.

A volatilidade, que é a facilidade com que se evapora, também
interfere no comportamento do pesticida no ambiente. Quanto mais volatil o
produto mais rapidamente ele atinge o compartimento atmosférico e
dependendo de sua persisténcia o produto pode se mover a longas
distancias.

Considerando que a quantidade de tempo que um pesticida fica no
ambiente € o tempo de meia-vida do produto (t'2), o tempo no qual
determinado principio ativo atinge 50% de sua concentracdo original é util
para a comparagdao da persisténcia relativa de diferentes agrotéxicos no
ambiente. Assim, € importante para o entendimento do potencial de impacto
no solo e na agua.

Os agrotéxicos possuem diferentes estruturas e atividades biolégicas,
que os tornam bastante diferenciados quanto a seus efeitos de ordem
fitossanitaria. Estes, alids, sdo os principais motivos pelos quais sao
amplamente utilizados na agricultura. Devido ao fato de serem
potencialmente toxicos aos organismos, o0 destino destes produtos no
ambiente deve ser investigado (QUEIROZ et al., 2005).

Programas de monitoramento ambiental, realizados por meio de
estudos de campo bem planejados, sdo considerados por diversos autores
como o melhor método de avaliacdo e de minimizagdo da poluicao da agua
subterranea (COHEN et al.,, 1995; ALBANIS et al., 1998; AZEVEDO et al.,
2000; FILIZOLA et al., 2002). Esses estudos podem ser realizados
analisando-se diretamente a agua e/ou o solo, uma vez que o potencial de
contaminacdo da agua subterrdnea por pesticidas depende da sua
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mobilidade no solo. Devido ao grande numero de principios ativos utilizados
na agricultura, as analises exigem meétodos multirresiduos eficientes e
capazes de detectar limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos pela
legislagdo e concentragdes consideradas de alerta para a saude humana
(SABIK, JEANNOT & RONDEAU, 2000). Além disso, quando se trabalha
com agua subterrdnea ocorrem outras limitagdes na interpretacdo dos
resultados de monitoramento como fator de diluicdo e repetibilidade na

coleta das amostras no mesmo ponto.

2.2.3 Tipos de pesticidas

Os pesticidas podem ser classificados como (ANVISA, 2005):

Fungicida (de acordo com a etimologia: fungi, fungos, e cida matar): € um
pesticida que destréi ou inibe a acao dos fungos que geralmente atacam as
plantas. A utilizagdo de fungicidas sintéticos € muito comum na agricultura
convencional, todavia, representa um sério risco ao homem e ao meio-
ambiente, por se tratar de um produto muito téxico e perigoso. No caso da
agricultura alternativa, mais conhecida como agricultura organica, o controle
dos fungos é realizado com produtos naturais e com técnicas alternativas de

manejo.

Herbicida (de acordo com a etimologia: herbi, erva, e cida matar): € um
produto quimico utilizado na agricultura para o controle de ervas
classificadas como daninhas. Os herbicidas constituem um tipo de pesticida.
As vantagens da utilizacdo deste produto é a rapidez de acado, custo
reduzido, minimo efeito residual € ndo revolvimento do solo. Os problemas
decorrentes da utilizagdo de herbicidas sdo a contaminagdo ambiental e o
surgimento de ervas resistentes.

Todos os herbicidas sao toxicos para os seres humanos em alguma

medida. Existem também herbicidas naturais.
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Inseticida (de acordo com a etimologia: inseti, insetos, e cida matar): € um
tipo de pesticida usado para exterminar insetos, destruindo ovos e larvas
principalmente. Os inseticidas tém usos: domésticos, na agricultura e na

industria.

2.2.4 Toxicidade e classificacao dos pesticidas

Em grau variavel, todo o composto com atividade de praguicida é
potencialmente téxico ao homem e aos organismos vivos relacionados com
o seu ecossistema (SANCHES et al., 2003).

E recomendado utilizar herbicidas devidamente registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e cadastrados
na Secretaria de Agricultura dos estados que adotem o procedimento de uso
para a espécie de planta daninha que se deseja controlar. O nimero do
registro consta no rétulo do produto.

Uma medida freqiientemente utilizada para avaliar a toxicidade aguda
de pesticidas e outras substancias quimicas é a Dose Letal 50% (DLsp). A
DLso representa a quantidade (dose unica) da substancia necesséria para
matar 50% dos animais testados nas condi¢cées experimentais utilizadas.
Nestes testes, emprega-se grande numero de animais, uma vez que
mesmos individuos de uma mesma espécie podem exibir diferentes
respostas a determinado composto. Assim, alguns individuos podem ser
altamente resistentes ao composto testado, enquanto outros podem morrer
mesmo quando em contato com quantidades minimas do produto
(SANCHES et al., 2003).

A toxicidade aguda dos pesticidas, medida pela DLsp, varia muito
conforme o tipo de composto. Os inseticidas organofosforados e os
carbamatos sdo, em geral, muito toxicos.

Conforme a legislacdo, os pesticidas estdo agrupados em quatro
classes toxicol6gicas, em razao do perigo que eles podem apresentar para

0s seres humanos, levando em consideracao os valores de doses letais dos
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produtos. De acordo com a Tabela 3, a identificacdo dos rétulos desses
produtos é feita por meio de faixas coloridas.

Tabela 3. Classificacao dos agrotoxicos

Cor da faixa no rotulo da

Classe DLs Classificacao
embalagem
I 0-50 Extremamente tdxico Vermelho vivo
Il 50-500 Altamente téxico Amarelo intenso
1] 500-5000 Mediamente tdxico Azul intenso
vV >5000 Pouco téxico Verde intenso

Fonte: ANVISA, 2005

Segundo a Portaria n° 007 de 13 de janeiro de 1981, do Ministério da
Agricultura, os produtos fitossanitarios tém venda livre nas formulagbes
classificadas nas classes toxicolégicas lll, pouco téxicos, e IV, praticamente
nao téxicos, e obrigatoriedade de venda controlada as formulacées das
classes |, altamente téxicos, e Il, medianamente tdxicos, e aquelas com
caracteristicas altamente poluentes que ndo tenham sido classificadas nas
classes | e Il.

E obrigatério devolver as embalagens vazias (apds a triplice lavagem
das embalagens de produtos liquidos), no prazo de um ano apés a compra
do produto, ao posto de recebimento indicado na nota fiscal de compra,
conforme legislacao do MAPA (Lei 9.974 de 06/06/2000 e Decreto 4.074, de
04/01/2002).

2.3 Determinacao de pesticidas empregando métodos cromatograficos

A utilizag&o dos pesticidas em escala mundial possibilita sua detecgao

em varios compartimentos ambientais. Como conseqiéncia, muitos deles
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podem ser encontrados em baixas concentracbes necessitando que
métodos analiticos, com alta sensibilidade e confiabilidade, sejam
desenvolvidas para aplicacdo nas mais diversas matrizes.

A cromatografia é preliminarmente uma ferramenta analitica para a
separacao de misturas, combinada com analises qualitativas e quantitativas
das substancias separadas. E uma poderosa e muito usada técnica de
separacdo dos componentes de uma amostra. Os componentes das
amostras sao distribuidos entre duas fases, uma das quais permanece
estacionaria, enquanto a outra elui entre os intersticios ou sobre a superficie
da fase estacionaria. O movimento da fase mével resulta numa migracao
diferencial dos componentes da amostra. O mecanismo envolvido nesta
migracao diferencial vai depender do tipo da fase movel e estacionaria
utilizado.

A fase modvel utilizada em HPLC deve possuir alto grau de pureza ou
ser de facil purificacdo, dissolver a amostra sem decompor seus
componentes, nao decompor ou dissolver a fase estacionaria, ter baixa
viscosidade e ponto de ebulicdo, ser compativel com o detector utilizado, ter
miscibilidade completa em misturas e estar livre de oxigénio ou outros gases
dissolvidos, sendo filtradas e desgaseificadas antes do uso (COLLINS,
2006).

A cromatografia quando utiliza fases estacionarias apolares tem
inUmeras aplicacdes, tendo resolvido varios problemas, cujas solugdes até
entdo eram consideradas muito dificeis. Algumas classes de compostos
facilmente separadas pela técnica de fase reversa sao alcaléides, alcoois,
antibiéticos, compostos aromaticos, barbitiricos, pesticidas e vitaminas.
Compostos fracamente ibnicos (acidos e bases) também podem ser
separados usando-se esta técnica, se a dissociacao for suprimida pelo uso
de acido, base ou solucao-tampao, adicionado na fase mével na escala de
pH 2-8 (COLLINS, 2006).

Para prevenir problemas de contaminacao da agua por agrotoxicos,
os paises da Comunidade Européia adotam como concentracdo maxima
admissivel 0,1 pg L' por composto na agua potavel, sem no entanto,
ultrapassar 0,5 ug L' ao considerar a soma de todos os compostos,
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incluindo produtos de transformacdo téxicos (EEC DRINKING WATER
DIRECTIVE, 1980; CERDEIRA et al., 2002). Para aguas de superficie, o
limite maximo permitido é da ordem de 1 a 3 pug L' (SLOBODNIK et al.,
1997).

CAPELO et al. (2007) apresentaram uma revisdo dos métodos
cromatograficos basicos para a determinagdo de pesticidas, assim como a
estabilidade dos pesticidas, o tratamento das amostras por SE, SFE, SPE,
MSPD, SPME e SBSE e as separacboes cromatograficas. Destacou que o
pH, os solventes de extracdo e as curvas de calibragdo sdo muito
importantes para a identificacéo e quantificacéo dos pesticidas.

MOREIRA et al. (2004) estudaram o monitoramento dos residuos do
inseticida carbofurano e seu metabdlito 3-hidroxicarbofurano em amostras
de agua de tabuleiros de arroz irrigado, nas varzeas sistematizadas da
cultura, na desembocadura e no Rio Paraiba do Sul. O inseticida e seu
metabdlito foram extraidos em cartuchos de octadecilsilano e analisados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccao por fluorescéncia. O
nivel maximo de residuos de carbofurano encontrado foi de 20,0 pg L. Até
49 dias apos a aplicacao do inseticida foram observados residuos na faixa
de 1,0 pg L. O 3-hidroxicarbofurano néo foi detectado em nenhuma das
amostras analisadas. A persisténcia do carbofurano foi curta na agua de
tabuleiros.

LI et al. (2004) elaboraram uma revisdo da persisténcia do
carbofurano em agua e areia do mar. As amostras foram coletadas em
Laysan Island onde uma pequena éarea foi contaminada pelo inseticida
carbofurano. A. persisténcia do carbofurano foi investigada em um forno a 30
°C e em agua destilada, e as amostras foram expostas a uma fonte de luz
artificial com 300 nm e a luz do sol direta. Os estudos em laboratério
mostraram que o tempo de meia-vida do carbofurano é de aproximadamente
40 dias.

BEKLOVA et al. (2003) avaliaram a toxicidade do carbofurano em
organismos aquaticos e terrestres, considerando que o carbofurano € um
pesticida do grupo carbamato e comumente usado como um inseticida na
agricultura. Este estudo foi avaliado pelo efeito do produto comercial
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Furadan 350 F contendo carbofurano na concentracdo de 360 g L' em
organismos de diferentes ambientes aquaticos e terrestres.

GANDARA et al. (2002) estudaram a comparacgéo da SPE e da SPME
para o composto carbofurano em amostras de agua analisados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccdo por Arranjo de
Diodos (HPLC-DAD). Ambos os métodos de extracdo podem ser aplicados
em amostras reais e fornecem resultados adequados.

VIDAL et al. (1997) elaboraram uma revisdo comparando a resolugao
dos cromatogramas e dos espectros de absorcédo obtidos pelo HPLC-DAD.
Através do uso do HPLC-DAD a quantidade de dados das misturas de
analitos é maior, pois os dados avaliados ndao sdao somente tempo de
retencdo e absorbancia, mas também o comprimento de onda em cada
regidao. Em geral os cromatogramas mostram o comprimento de onda de
maxima absor¢do para maximizar a sensibilidade, porém os extratos podem
ter maiores informacdes quando se aplica os espectrogramas de cada
analito obtidos por HPLC-DAD.

NAVALON et al. (2001) desenvolveram um método de determinacgéo
de quantidades do inseticida fipronil utiizando SPME e Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS). O método foi
aplicado para checar a existéncia eventual de fipronil em amostras limites de
agua e solo em Granada, na Espanha, bem como em amostras de urina
humana.

MURUGESAN et al. (2007) investigaram a degradacao fotocatalitica
do carbofurano em solucao aquosa usando Degussa P-25 TiO, e ZnO como
fotocatéalise. O processo de degradacao foi monitorado usando analise TOC
(analise de carbono organico total), HPLC, GC-MS e Espectrofotdmetro
Ultravioleta e visivel (UV-vis).

JIMENEZ et al. (2007) compararam estudos de procedimentos de
preparo de amostras para determinar fipronil em polem por GC-MS GC-
ECD. O Detector por Captura de Elétrons é suficientemente sensivel para
determinar fipronil em concentragdes a nivel traco, mas recomenda-se o
detector Espectrometro de Massa para a identificacdo da presenca de

fipronil em amostras de polem.



29

QUEIROZ et al. (2005) desenvolveram métodos de determinacao dos
herbicidas hexanione e tebutiuron em amostras de agua. A extracdo foi
realizada com diclorometano e a analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Deteccao no Ultravioleta (HPLC-UV). Este método foi
eficiente para a determinacéo dos herbicidas em amostras de agua.

TOPUZ et al. (2005) avaliaram o método de determinacao simultaneo
de quatro (04) pesticidas (folpet, clorotalonil, quinometionate, tetradifone) e
um (01) herbicida (trifluralina) em sucos de frutas. O método envolve a pré-
concentracdo de 25 g de amostras de suco de frutas em cartuchos de
extracdo em fase sélida C18. Os pesticidas foram separados e quantificados
por HPLC com fase reversa e Detector de Arranjo de Diodos (DAD) a 220
nm e 260 nm. Os limites de deteccao dos pesticidas investigados estavam
entre 0,5 e 1,0 ug kg™ e as curvas de calibracdo mostraram uma linearidade
maior que 0,9988. Este estudo validou o0 método para pastas de frutas de
macas e péssegos.

HUSSAIN et al. (2006), avaliaram a influéncia da temperatura,
umidade e atividade microbiolégica na degradacdo e persisténcia dos
pesticidas carbosulfan, carbofurano, cialotrin, endosulfan e monocrotofés,
com a ajuda da incubacao em laboratério e estudos em solo arenoso.

RODRIGUES-CUESTA et al. (2005), desenvolveram e validaram um
método de determinacdo de pesticidas em aguas superficiais através de
curvas de resolucdo multivariadas e utilizando as informagdes geradas pelo
HPLC-DAD. Quatro dos pesticidas (vinclozolin, clorfenvinfés, tebuconazole
e paration-etilico) das amostras analisadas mostraram sobreposicao dos
espectros, sendo dificil de quantificar. Os parametros das figuras de mérito
(seletividade, precisédo e limite de detecgdo) foram utilizados para a

validacao.

2.4 Pesticidas selecionados para este estudo

Dentre os principais pesticidas empregados na agricultura brasileira,
foram escolhidos os pesticidas carbofurano e quincloraque, devido ao seu
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grande emprego na cultura do arroz irrigado da regido central do Rio Grande
do Sul, segundo pesquisas realizadas nas casas agricolas da regiao.
Os pesticidas selecionados para este estudo e recomendados para

uso em arroz irrigado estao listados na Tabela 4.

Tabela 4. Pesticidas selecionados para este estudo

Ingrediente L IDA pc LMR IS
. Grupo quimico
ativo (mgkg') (mgkg')  (dia)
metilcarbamato de
Carbofurano . 0,002 0,2 30
benzofuranila
. acido
Quincloraque 0,38 0,05 90

quinolinocarboxilico

Fonte: TOMLIN, 2000; GARP, 1999; USEPA, 2005
pc = peso corporal; IDA = Ingestao didria aceitavel; LMR = Limite maximo de residuos;

IS = Intervalo de seguranga

2.4.1 Carbofurano

OCONHCH;,
O, CH;
CHj

Figura 3. Formula estrutural do carbofurano

Nome comum: carbofurano
Grupo quimico: carbamato
Nome quimico (IUPAC): 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-metilcarbamato

Classe: inseticida, nematicida
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Férmula molecular: C,,H;5sNO,4

Numero no CAS: 1563-66

Massa molar: 221,3 g mol™

Classe toxicolégica: |

Kow log P = 1,52 (20 °C)

Pressao de vapor: 0,072 mPa (20 °C)

Ku: 4,557 x 10° Pa m® mol™

Solubilidade em &gua: 320 mg L™ (20 °C), 351 mg L™ (25 C)

Intervalo de seguranca: 30 dias

Nomes comerciais: Candor (Pesticides India), Curater (Bayer CropScience),
Diafuran (Hokko), Furan (Agrochem), Reider (Agricultura nacional), Yaltox
(Bayer CropScience).

O carbofurano € um sélido cristalino branco (ponto de fusao entre 153
e 154 °C), pouco sollvel em agua. E um inseticida e nematicida, do grupo
dos carbamatos, que apresenta curta persisténcia no ambiente e pequeno
deslocamento para regiées adjacentes, sendo efetivo por contato, ingestao e
por acao sistémica. As formulacdes de carbofurano sao aplicadas no mundo
inteiro na agricultura e em 1995, mais que 20 (vinte) milhdes de reais de
carbofurano foram aplicados nos Estados Unidos. O uso do carbofurano tem
sido assunto intensivo, ndo somente por ter duas possibilidades de uso, mas
também por ter uma toxidade oral muito alta.

O DLsg para o carbofurano é de 11 mg kg™ de peso corporal em ratos.
O paration, que é um pesticida organofosforado extremamente tdxico, tem
um DLso de 8 mg kg™ (KATSUMATA et al., 2005).

O carbofurano € um composto relativamente solivel em agua e é de
facil degradacdo no meio ambiente através da hidroxilagdo do anel
benzofuranil, com formagao do 3-hidroxicarbofurano (MOREIRA, 2004).

O limite maximo de residuos (LMR) do carbofurano em arroz é 0,20
mg kg' e o intervalo de seguranca (IS) para o carbofurano é de 30 dias
(AGROFIT, 2007).

O comportamento ambiental de um pesticida pode ser estimado pelas
suas caracteristicas fisico-quimicas e pelos seus metabdlitos ou produtos de
degradacao formados. O principal metabdlito do carbofurano é um produto
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da oxidacdo, o 3-hidroxicarbofurano que também pode sofrer outras
transformacdes e ser eliminado por exsudacao ou sofrer conjugacdes Este,
por sua vez, se oxida a 3-cetocarbofurano o qual por hidrélise produz o 3-
ceto-7-fenol. Os metabdlitos 3-hidroxicarbofurano e o 3-cetocarbofurano tém
curta persisténcia no solo, sdo formados lentamente e apresentam baixa
toxicidade aguda para insetos (Figura 4).

No ambiente, a biodegradacdo do carbofurano é dependente da
temperatura, da umidade, do pH do solo, da biomassa disponivel, assim
como da atividade degradativa da mesma. Aplicacbes periddicas de
cabofurano, no mesmo solo, aumentam a atividade degradativa do
composto, o que é devido ao maior crescimento de microorganismos
capazes de utilizd-los como fonte de carbono e nitrogénio (ALMEIDA et al.,
2001).
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Conjugados e
residuos ligados

ﬂ

Conjugados e
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Conjugados e
residuos ligados

Figura 4. Degradacao e metabolismo do carbofurano (adaptado de

BARBOSA, 2004)
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2.4.2 Quincloraque

COoH
Cl N

N

2

Figura 5. Formula estrutural do quincloraque

Nome comum: quincloraque
Grupo quimico: quinolinas
Nome quimico (IUPAC): 3,7-dicloroquinoline-8-acido carboxiquinoline
Classe: herbicida
Formula molecular: C1oHsCI2NO>
Numero no CAS: 84087-01-4
Massa molar: 242,1 g mol™
Classe toxicologica: classe I
Kow: 0,07apH=7
DLso oral - ratos: > 2610 mg kg
Solubilidade em &gua: 0,062 mg L™ (pH = 7, 20 °C)
Densidade: 0,5 gcm™
pKa: 4,34 a 20 °C
Koc: 36 cm g™
log Kow: -1,15 (pH = 7,0)
Pressao de vapor: < 0,01 mPa (20 °C)
Ku: < 3,72 x 102 Pa m® mol™
Intervalo de seguranca: 90 dias
Nomes comerciais: Drive (BASF), Accord (BASF), Faz-Nox (Crystal),
Propacet (+propanil) (Crystal), Facet (BASF)
O quincloraque é compativel com outros herbicidas usados na cultura
do arroz, como propanil, thiobencarbe e bentazona. E registrado, no Brasil,
para a cultura do arroz, para o controle de plantas daninhas em pos-

emergéncia.
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2.5 Preparo de amostras para a determinacao de residuos de pesticidas
em agua empregando Extracao em Fase Sélida (SPE)

Uma questao fundamental para assegurar a qualidade das aguas que
consumimos é o controle da sua qualidade, no que diz respeito aos residuos
de agrotéxicos. Como se trata de quantidades muito pequenas de
contaminantes sao necessarias técnicas muito sensiveis para detectar e
quantificar tais produtos (EMBRAPA, 2005).

Com a intensificacdo do uso da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, aumentou a necessidade de melhorias nas técnicas de pré-
concentracdo e extracdo dos pesticidas de interesse, visando alcangar 0s
limites de deteccao exigidos pela legislacao.

Durante a implementacdo de métodos cromatograficos, estao
associados diversas etapas prévias para preparacdo das amostras. Estas
etapas contemplam fundamentalmente a extragdo e/ou enriquecimento dos
analitos da matriz, mas também limpeza e/ou fracionamento, e em certos
casos derivatizagéo.

Em meados da década de 1970, foi introduzida uma técnica muito
eficiente para concentracdo de analitos em amostras aquosas, a qual foi
denominada Extracdo em Fase Sélida (SPE). A SPE é uma técnica de
extracao e pré-concentracdo mais freqlientemente usada para a extracao e
enriguecimento de pesticidas presentes em amostras aquosas (LANCAS,
2004).

2.5.1 Extracao em Fase Sdélida (SPE)

A preparagdo da amostra é a esséncia de todo método analitico.
Grande parte do tempo de uma andlise € gasto no preparo da amostra. A
necessidade de técnicas de preparo de amostras que sejam mais simples,
mais rapidas e mais confiaveis, continua crescendo com o aumento da
procura por limites de detecgcdo cada vez mais baixos em matrizes

complexas.
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Na anadlise de contaminantes organicos tanto em amostras ambientais
como em alimentos, ha presenca de substancias que podem interferir na
determinacao de algumas classes de contaminantes. Outro fator importante
€ que o analito designado poderia estar presente em concentracdes ao nivel
de tragos, fazendo com que a determinacdo quantitativa, assim como a
confirmacgéo da identificacao, se tornaria mais dificil. Também é comum que
o analito de interesse nao esteja presente na matriz em uma forma quimica
apropriada para a sua determinacao utilizando a técnica analitica desejada,
requerendo a conversao a uma forma quimica possivel de ser detectada.

Para superar esses problemas, deve ser aplicado um método de
extracdo eficiente para isolar o analito de interesse da matriz, concentrar e
modificar para uma forma quimica ideal para a andlise adicional
(HYOTYLAINEN, 2007).

A Extragdo em Fase Soélida € uma ferramenta muito empregada para
a extracao e/ou pré-concentracdo de matrizes complexas.

Emprega adsorventes recheados em cartuchos de polipropileno
contendo cerca de 50 a 500 mg de adsorvente, com 46-60 um de tamanho
de particulas, fixado no tubo através de dois filtros (Figura 6). Na SPE a
solucdo contendo o analito de interesse é colocada no topo de um cartucho
e aspirada com pequeno vacuo, percolando no cartucho. Depois de drenada
toda a fase liquida, o analito retido no cartucho é eluido com um pequeno
volume de solvente, que € injetado no cromatdgrafo (LANCAS, 2004).

Polipropileno d = Reservatorio
(=l Disco de polietileno (20 um)
Adsorvente
(_— Disco de polietileno (20 um)

Figura 6. Modelo do cartucho SPE
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A SPE apresenta aceitacdo como uma ferramenta poderosa na
extracdo e enriqguecimento de tracos de pesticidas em solugdes muito
diluidas como a de agua de superficie, para obter concentracao suficiente do
analito para detecgdo (CAPELO et al., 2007).

2.5.2 Modos de operacao na Extracao em Fase Solida (SPE)

Dentre os principais modos de operacao em SPE, destacam-se:

- Concentracao dos analitos de interesse: os compostos de
interesse estdo em concentragdes muito baixas para permitir uma
concentracdo exata e precisa. A concentracdo em SPE permite o
enriquecimento de analitos sem a concentracdo de interferéncias. Um
grande volume de amostra é passado pelo cartucho a fim de concentrar os
analitos de interesse na fase estacionaria contida no cartucho.

- Isolamento do analito de interesse (clean up): um grande volume
de amostra é percolado pelo cartucho e os analitos de interesse sao isolados

dos interferentes da matriz.

2.5.3 Etapas envolvidas na Extracao em Fase Soélida (SPE)

As principais etapas envolvidas na Extracdo em Fase Sélida podem
sofrer algumas variacoes, dependendo do modo de operacdo (LANCAS,
2004).

- Condicionamento do cartucho: esta etapa destina-se a ativar o
material que estd dentro do cartucho. A escolha do solvente depende da
fase estacionaria do cartucho.

- Percolacao da amostra: a adigdo da amostra no cartucho
geralmente é feita por meio de vacuo, de maneira lenta, com vazao inferior a
2,0 mL min™'. A substancia a ser analisada concentra-se no adsorvente e os
componentes interferentes escoarao através do cartucho de extracao para o
residuo.
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- Remocao dos interferentes: € uma etapa de lavagem com
solvente, a fim de eliminar os interferentes com um solvente que nao possua
forca suficiente para eliminar os analitos de interesse retidos no cartucho.

- Eluicao dos analitos de interesse: A eluicdo dos analitos de
interesse é realizada por meio de uma pequena quantidade de solvente
(HYOTYLAINEN, 2007). Este solvente deve eluir os analitos e fazer com que
as impurezas retidas na fase estacionaria permanecam no cartucho.

A Figura 7 ilustra as etapas envolvidas na SPE.

7

1 2 3 4

e Contaminantes 0 Compostos de interesse

Figura 7. Etapas envolvidas na SPE (1: condicionamento, 2: percolacao
da amostra, 3: lavagem e 4: eluicao)

A SPE tem crescente popularidade devido ao uso de uma variedade
de adsorventes sdélidos como resinas poliméricas, polimeros como C8 e C18
€ grupos amino ou ciano ligados ao suporte de silica ou do carbono
grafitizado ou alumina (ANDREU et al., 2004).

O adsorvente mais comumente utilizado para determinacdo de
residuos de pesticidas na extracdo em fase soélida, € do grupo octadecil,
denominado C18, ligado a silica. A pré-concentracdo dos analitos se da pelo
mecanismo de retencdo denominado particao, devido as interacoes apolares
entre as ligagdes C-H do grupo C18 e C-H do analito.
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Na extracdo em fase solida empregando fase reversa, a fase mével
apresentara maior polaridade do que a fase sdélida e reterd os analitos
menos polares presentes em solventes polares. Posteriormente, esses
analitos retidos na fase soélida serdo eluidos com um solvente pouco polar.
Uma vez que o aumento do tamanho da cadeia carb6nica aumenta o carater
apolar da fase, em muitos casos o uso de fases do tipo octadecil podera
acarretar retencao dos analitos apolares maior que a desejada (LANCAS,
2004).

2.6 Métodos cromatograficos de determinacao dos pesticidas
selecionados para este estudo

Para executar o monitoramento e avaliacdo de residuos de pesticidas
em amostras ambientais, como, por exemplo, agua, € necessario definir
métodos de preparo e analise das amostras, adequadas para os baixos
niveis de residuos impostos pela legislacéao.

Os limites para alto padrao de pureza da agua potavel, exigidos pelas
agéncias regulamentadoras, requerem o desenvolvimento de métodos
analiticos de sensibilidade, exatidao e precisao elevados, que permitam uma
determinacdo quantitativa de pesticidas compativeis com o0s niveis de
exigéncia (RIBANI et al., 2004).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) é uma técnica
aplicada na andlise de rotina em muitas &reas, como por exemplo:
farmacéutica, bioldgica, ambiental e andlise de alimentos. Na maioria dos
casos é muito eficiente para a determinacdo dos compostos de interesse. A
aplicacao de diferentes tipos de detectores, como o Arranjo de Diodos (DAD)
ou Espectrémetro de Massa (MS) auxilia na identificagéo e quantificagao dos
compostos (POPPI et al., 2007).

PRIMEL (2003) desenvolveu e validou uma metodologia analitica para
a determinacao dos herbicidas quincloraque, clomazone, bentazone, 2,4-D e
propanil em aguas de superficie empregando SPE e HPLC-UV. O método foi

aplicado para andlises de agua de irrigacdo da lavoura de arroz, que
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continha residuos dos pesticidas, em regido central do estado do Rio Grande
do Sul. Os limites de deteccéao e de quantificacdo obtidos permitiram analisar
amostras de agua com concentracdes de até 0,5 pug L' de quincloraque e
bentazone e de até 0,1 ug L' de 2,4-D, clomazone e propanil.

HIDALGO et al. (1997) utilizaram HPLC-UV e com coluna C18, para
determinar pesticidas em amostras de agua de superficie. Os limites de
deteccdo (LOD) entre 0,02 e 0,05 pg L' foram obtidos apds pré-
concentragao SPE.

BARCELO et al. (1998) desenvolveram um método baseado em
SPE-HPLC-DAD para determinar pesticidas em amostras aquosas contendo
varias amostras de substancias hdmicas, onde foi avaliada a influéncia
dessas substancias na recuperacao dos pesticidas tanto em meio &cido
como em meio neutro. O método foi aplicado as amostras de agua de rios, e
o limite de deteccdo obtido para a amostra contendo 10,0 mg L™ de &cido
hamico foi entre 0,05 e 0,3 pug L.

ZANELLA et al. (2003) desenvolveram e validaram um método
analitico baseado em SPE e HPLC-UV para determinar herbicidas em

diferentes matrizes aquosas.

2.7 Validacao de métodos cromatograficos de analises

Apés definidas as condigdes cromatograficas da analise, torna-se
necessario validar o método analitico, que envolve o processo de avaliagao
estimando sua eficiéncia no laboratério. Este processo é denominado de
validacao.

RIBANI et al. (2004) apresentou uma revisdao sobre validacdo de um
método analitico contendo as caracteristicas principais de um bom
desempenho do processo de validagdo, como por exemplo: especificidade,
exatidao, precisdo, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, linearidade e
robustez. Considerou que a validagdo € um processo dindmico e constante
que comeca nas fases de selecdo, desenvolvimento e otimizacdo do método

e na qualificagdo dos instrumentos, materiais e pessoal, e continua na fase
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de experimentos e transferéncia do método. Um processo de validacao bem
definido e documentado fornece evidéncia objetiva de que o sistema e o
método sdo adequados ao uso pretendido.

Validagao é o ato ou efeito de validar, dar validade, tornar valido,
legitimo ou legal. Visa diminuir ou controlar os fatores que levam a
imprecisdo ou inexatiddo de um dado gerado. Os instrumentos e métodos
analiticos devem ser validados antes do uso de rotina, apdés manutencao e
em intervalos de tempos regulares (LANCAS, 2004).

A validagdo de um método analitico define a eficiéncia, credibilidade,
precisdo e exatiddo do método analitico, e é parte exigida em um método
analitico, pois demonstra que o método é adequado ao uso pretendido. A
validacdo também é parte integrante de qualquer documentacao submetida
as agéncias governamentais de regulamentacdo da Comunidade Européia,
Japado, EUA e outros paises, quando se pretende obter o registro de
métodos usados para a quantificacao de produtos.

E essencial para definir se os métodos desenvolvidos estdo
completamente adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de se
obter resultados confidveis que possam ser satisfatoriamente interpretados.
Dessa forma, possibilita o conhecimento das limitagdes e da confiabilidade

nas medidas realizadas na analise.

2.7.1 Curva analitica e linearidade

A curva analitica pode ser construida preparando-se as solucdes
analiticas padrées dos pesticidas, em solvente ou extrato da matriz. A curva
preparada com solvente relaciona o sinal do instrumento com a quantidade
do analito, sem considerar as interferéncias da matriz.

Para a maioria das técnicas analiticas cromatograficas, uma relacao
linear (de primeira ordem) é observada entre a resposta do detector (y) e as
varias concentracdes (x) preparadas do padrdao analitico do composto de

interesse no estudo.
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A curva analitica deve apresentar os dados estatisticos de
intersecgao, da equacao de regressao linear, o coeficiente de correlacéo (r)
ou de determinacdo (r?). E necessario o uso de um numero suficiente de
solucdes analiticas para definir adequadamente a relacdo entre a
concentracdo e a resposta. A equacdo da reta pode ser descrita pela
regressao linear conforme a Equagéo (2):

y=ax+b (2)

em que:

y = variavel dependente

X = variavel independente

a = é a inclinagcdo do grafico em relacdo aos eixos, coeficiente

angular

b = é a intersec¢do com o eixo y, coeficiente linear.

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
linearmente proporcionais a concentragdo do analito, enquadrados na faixa
analitica especifica. Este parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente

de determinacdo (r?) do grafico analitico.

2.7.2 Exatidao

A exatidao expressa a concordancia entre o valor encontrado e o
valor aceito como verdadeiro ou aceito como referéncia (LANCAS, 2004).

Geralmente a exatiddo € determinada pelo uso de uma amostra
certificada, cuja concentragdo do analito de interesse € conhecida,
constituindo um ponto muito importante na validacéao.

Conforme a ANVISA, na Portaria n°® 724 de maio de 2003, a exatidao
do método deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade,
limite de deteccao e da especificidade do mesmo, sendo verificada através
de, no minimo, 9 (nove) determinacdes contemplando o limite de deteccao
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do método, ou seja, 3 (irés) concentracbes com 3 (trés) réplicas cada. Os
ensaios devem ser realizados num mesmo dia e em dias diferentes.

A exatidao pode ser calculada pela Equagéao (1):

Exatido (%) = valor real - valor obtido %100 (1)
valor real

2.7.3 Precisao

A precisdo é a expressdo da concordancia entre varios resultados
analiticos obtidos para uma mesma amostra (LANCAS, 2004).

A precisdo pode ser determinada através da repetitividade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade, e avalia a proximidade entre varias
medidas efetuadas na mesma amostra. A precisdo do método analitico
fornece informacgdes da semelhanga dos resultados obtidos, ou seja, mede a
capacidade de repetir, reproduzir, 0 método analitico.

Em cromatografia a precisdo pode ser determinada por meio da
injecado de padrdes analiticos certificados.

2.7.3.1 Repetitividade

A repetitividade expressa a fidelidade obtida nas mesmas condicdes
operacionais (mesmo analista, mesmo equipamento, etc) aplicadas em um
curto intervalo de tempo (LANCAS, 2004).

Os fatores mais importantes para identificar a repetitividade de um
método analitico sdo: tempo de retencdo e a area ou altura do pico do
composto. O tempo de retencao de cada composto confirma a identidade do
composto e a area ou altura sdo parametros necessarios pra a quantificacao

do analito de interesse.
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no
uso de sua atribuicdo que Ihe confere a Portaria n° 724 de maio de 2003,
sugere que a repetitividade seja verificada através de um minimo de 9 (nove)
determinacdes cobrindo o limite especificado do método (ex: trés niveis, nas
concentragdes baixa, média e alta e trés repeticdes cada um dos niveis), ou
a partir de um minimo de seis determinacées a uma concentracdo similar ao
valor esperado (RIBANI et al., 2004).

2.7.3.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade designa a fidelidade entre laboratérios, geralmente
obtida em analises colaborativas (LANCAS, 2004).
A reprodutibilidade tem como principal fungéo identificar se o método

pode ser transferido para outro laboratério.

2.7.4 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

O limite de deteccao (LOD) corresponde a menor concentragéao de um
analito que pode ser detectada sob condicdes experimentais estabelecidas,
porém, ndo é necessariamente quantificada como um valor exato (LANCAS,
2004). O limite de deteccdo, na pratica, é determinado pela menor
concentracéo de analito que pode ser detectada, diferenciando do ruido do
sistema e pode ser determinado pela concentracdo do analito que gera um
sinal 3 vezes maior que o sinal do ruido.

O limite de quantificagdo (LOQ) é definidko como a menor
concentracdo de um analito que pode ser quantificada na amostra, com
exatidao e com precisao aceitaveis (BRITO, 2003). O limite de quantificacao
pode ser também definido em relacdo ao ruido, sendo 10 vezes maior o sinal
ruido.

De acordo com os métodos estatisticos utilizados para andlise de
residuos de pesticidas, o LOQ corresponde ao menor nivel de fortificacao



45

estudado. A recuperacao pode variar entre 70 e 120%, com coeficiente de
variagcao de até 20% (RIBANI et al., 2004).

2.7.5 Sensibilidade

A sensibilidade de um método analitico indica sua capacidade de
discriminar, com uma fidelidade estabelecida, concentracdes proximas de
um analito (LANCAS, 2004).

A sensibilidade pode ser determinada pela inclinagao da curva de
calibracao. No caso de uma reta, quanto maior for o angulo de inclinacao da
reta, mais sensivel sera o método. Em métodos sensiveis, uma pequena
diferenca de concentracdo do analito causa grande variacdo no valor do

sinal analitico medido.

2.7.6 Seletividade

A seletividade corresponde a capacidade de um método em
determinar o analito de maneira inequivoca na presenca de outras
substancias susceptiveis de interferirem na determinagdo analitica
(LANCAS, 2004).

A seletividade é um parametro de grande importancia na analise de
amostras complexas. No caso de multirresiduos, devem-se analisar varias
aliquotas diferentes da mesma matriz de forma a determinar os

componentes da matriz.

2.7.7 Recuperacao

O ensaio de recuperacdo constitui 0 método mais utilizado para a

validagcao de métodos cromatograficos.
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Recuperagéo é a medida da eficiéncia do processo de isolamento do
analito de interesse da matriz na qual se encontra presente (LANCAS,
2004).

A recuperagao esta relacionada com a exatidao, pois € dependente
da concentracao, refletindo a quantidade de determinado analito recuperado
no processo, por isso deve ser avaliada na faixa de concentracao esperada
para a amostra.

O estudo da recuperacgao consiste na fortificacdo da amostra, ou seja,
adicdo de uma solugéo analitica com diferentes concentragées do analito de
interesse, seguida pela determinacdo da concentracdo do analito
adicionado.

A recuperacao (R) é determinada pela relacao expressa na Equagao

(3):

massa obtida o

R (%) =
(%) massa real

100 (3)

O processo de fortificagdo tenta simular condi¢cdes reais, nao
interferindo  significativamente nas interacbes que ocorrem na propria
amostra (RIBANI et al., 2004).

2.7.8 Robustez

A robustez € uma medida da capacidade de um método de nao sofrer
alteracbes em decorréncia de pequenas variagdes, deliberadamente
introduzidas nos parametros do método (LANCAS, 2004).

Para um procedimento completo de validagdao, a robustez deve ser
incluida durante a fase de desenvolvimento e depende do tipo de processo
em estudo, porgue mede a confiabilidade do método analitico, assim como a
capacidade de permanecer inalterado sob pequenas variagbes nos
parametros do método.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

Cromatografo a Liquido Varian (Palo Alto, CA, USA), composto por
bomba modelo 9010 com sistema de eluicdo gradiente, Detector por Arranjo
de Diodos (DAD) Pro Star 335, sistema de aquisicdo de dados Star
Workstation 6.0, coluna analitica Gemini 5 u C18 (250 x 4,6 mm de d.i.; 4
um) e pré-coluna do mesmo material (4 x 3 mm), ambas contendo silica
modificada com octadecilsilano, (Phenomenex, Torrance, CA, USA);

Bomba a vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

Sistema de manifold SPE Varian (Palo Alto, CA, USA) para a pré-
concentracao simultdnea de 20 amostras;

pHmetro modelo pH 500 Series Cole Parmer equipado com eletrodo
de vidro combinado (Vernon Hills, lllinois, EUA);

Ultra-som Bandelin Sonorex RK 510 (Morfelden-Walldorf, Alemanha);

Balanca analitica de precisdao modelo AG 245 (Metteler Toledo,
Greifensee, Suica);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand,
Alemanha e Eppendorf, Canada);

Sistema de purificacao de agua Milli-Q Direct UV3 (Millipore, Bedford,
MA, USA).

3.2 Reagentes, solventes e materiais utilizados

Agua purificada em sistema Milli-Q (resistividade de 18,2 MQ cm);
Metanol grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

Hexano grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

Acido fosférico p.a. 85% (Merck, Brasil);



48

Agua destilada e 4gua deionizada;

Extran neutro e Extran alcalino (Merck, Brasil);
Cartuchos para SPE Strata C18 500 mg / 3,0 mL;
Alcool etilico hidratado 92,8 °GL

3.3 Preparo dos padroes analiticos utilizados

Preparou-se, individualmente, 10,0 mL da solugcao estoque 1000,0 mg
L™ de cada pesticida, em metanol grau HPLC (quincloraque, carbofurano e
3-hidroxicarbofurano) partindo da dissolucao do padrao sélido de referéncia,
armazenado em frasco ambar e estocado a -18 °C. Efetuou-se a correcao
das pesagens, considerando a pureza dos padrdes, conforme recomendado
na literatura (GARP, 1999).

As informagbes dos padrbes analiticos utilizados estdo listadas na
Tabela 5.

Tabela 5. Informacdes dos padroes soélidos

Principio ativo Pureza (%) Fornecedor Lote Validade
Carbofurano 99,5 Dr. Ehrenstorfer 20312 03/2008
Quincloraque 97,6 Dr. Ehrenstorfer 30321  03/2009

3-hidroxicarbofurano 97,5 Dr. Ehrenstorfer 1030  12/2006

A partir das solugdes estoques prepararam-se solucdes analiticas de
concentragbes 100,0 mg L', em metanol, de cada principio ativo.
Posteriormente prepararam-se as solugcbes analiticas utilizadas para as
analises cromatograficas.

A partir da solugédo analitica de 100,0 e de 10,0 mg L, prepararam-se
as diluicdes de cada composto nas concentragdes de 1,0; 2,5; 5,0; 7,5, 10,0
mg L' e 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 mg L™, respectivamente. Estas solucdes foram
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empregadas para a obtengdo da curva analitica. Todas as solugdes
analiticas foram preparadas em metanol grau HPLC.

3.4 Otimizacao do sistema HPLC-DAD

A solubilidade do carbofurano e do quinclorague em sistemas polares
de fase organica-aquosa definiu a utilizacdo do método cromatografico de
fase reversa, desenvolvido por HPLC, no qual analitos de caracteristica
pouco polares sao analisados.

Para a otimizagdo das condigdes cromatograficas foram injetadas,
individualmente, as solucdes analiticas dos pesticidas selecionados para
este estudo, observando-se o tempo de retencao e o espectro de absorgao
molecular de cada composto fornecido pelo detector DAD. Algumas
variaveis experimentais foram avaliadas, como por exemplo: composicao e
vazao da fase mével e comprimento de onda de maxima adsorcao de cada

pesticida.

3.4.1 Preparo e escolha da fase moével

Devido as caracteristicas polares da maioria dos pesticidas, é
necessaria a acidificacao da fase mével e da amostra, a fim de garantir uma
maior interacdo dos pesticidas com a fase estacionaria. Em HPLC de fase
reversa, quanto mais hidrofébico o analito, mais ele é retido. Quando o
analito se torna ionizado, fica menos hidrofébico, e sua retencdo diminui
(KURZ, 2007).

A fase mével foi preparada medindo-se quantidades de volumes de
metanol grau HPLC e de agua Milli-Q, acidificada com solucao aquosa de
acido fosforico (1:1, v/v) e desaerada em banho de ultra-som durante 15
minutos, a temperatura ambiente.

Para a andlise por HPLC-DAD dos pesticidas carbofurano e

quincloraque testou-se a fase mével metanol / agua (65:35; v/v), acidificada



50

a pH 3,0. Para a andlise da mistura dos pesticidas, testou-se também a fase
mével metanol / agua (50:50; v/v) e a fase mdvel acetonitrila / agua (40:60;
v/v), ambas acidificadas a pH 3,0.

Dessa forma o pH da fase mével foi ajustada a pH 3,0 com solucao
aquosa de acido fosférico (1:1, v/v) para garantir uma adsorcao reprodutivel
dos analitos na fase sélida e uma menor retencdo dos compostos
interferentes na mesma, permitindo assim que os sitios ativos da C18

retessem com maior seletividade os analitos.

3.4.2 Escolha da vazao da fase movel

A bomba deve proporcionar ao sistema vazao continua com alta
reprodutibilidade, possibilitando a eluicdo de fase mével a uma vazao
adequada. A escolha da vazdo da fase movel foi baseada na separacao
cromatografica das solucdes padrdes, testando-se as vazdes de 0,5 e 0,8

mL min™'.

3.4.3 Escolha do comprimento de onda de maxima absorcao

Para a escolha do comprimento de onda de maxima absorcdo de
cada pesticida, injetou-se no HPLC-DAD a solugdo padréo individual
contendo 10,0 mg L™ de cada pesticida e a partir do espectro de absorcédo
molecular entre 200 e 400 nm determinou-se o comprimento de onda de
maxima absorcao dos pesticidas.

3.5 Otimizacao do sistema SPE

No sistema comercial utiliza-se um dispositivo manifold, que € um

sistema formado por uma caixa de vacuo (Figura 8), com espaco simultdneo
para 20 cartuchos SPE. Este sistema é muito conveniente para analise de
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rotina, j& que varias amostras sdo extraidas ao mesmo tempo. As amostras,
colocadas em balbdes volumétricos, sao transferidas para os cartuchos SPE
através de tubulagées de politetrafluoretileno (PTFE). A transferéncia ocorre
por sucgcdo em fungdo do vacuo, controlado para cada cartucho através das
torneiras e valvulas, que é aplicado no sistema. Adotou-se uma vazao da
ordem de 5,0 mL min™' para a pré-concentragdo das amostras.

Para a etapa de otimizacdo do sistema SPE utilizou-se amostras de
agua Milli-Q.

Figura 8. Foto do sistema SPE utilizado na pré-concentracao das
amostras de agua

3.5.1 Escolha do formato do cartucho

A instrumentagcdo béasica empregada em extragcdo em fase soélida é
extremamente simples, podendo ser sofisticada dependendo do problema a
ser resolvido e do grau de automacao desejado.

A forma manual emprega cartuchos a serem eluidos individualmente
sob vacuo. A escolha do cartucho esta baseada no tamanho e formato de
cada tipo de cartucho, que influencia na vazao durante a etapa de pré-
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concentracdo. O formato mais popular em SPE é o cartucho com o corpo de
polipropileno, no qual o material de empacotamento fica retido entre dois
discos de polietileno (LANCAS, 2004).

3.5.2 Escolha do adsorvente

Para a escolha do adsorvente que recheia o cartucho, necessitamos
considerar as informagdes do analito de interesse e a natureza da matriz,
bem como as suas capacidades de interagao.

Nos cartuchos SPE, o material adsorvente utilizado foi Strata C18
contendo 500 mg do adsorvente (tamanho médio das particulas de 55 um e
tamanho médio dos poros 70 A) em tubos de 3 mL, adquiridos pela firma

Phenomenex.

3.5.3 Escolha do solvente de condicionamento do cartucho

O condicionamento dos cartuchos tem a fungédo de ativar o material
adsorvente existente dentro do cartucho. O solvente a ser utilizado
dependera do material contido no cartucho. Um dos fatores mais importantes
nesta etapa, para obter boa reprodutibilidade na extracao, é nao deixar que
todo o solvente seja eliminado. Dependendo do material utilizado como fase
mével, a secagem do cartucho pode criar varios problemas, dentre os quais
a formacéao de caminhos preferenciais, comprometendo a separagao.

3.5.4 Escolha do solvente de eluicao dos analitos de interesse
O solvente de eluicdo deve eluir de forma eficiente os analitos de

interesse e permitir que os interferentes contidos na amostra permanecam

retidos no cartucho. O ideal € eluir os analitos de interesse em um pequeno
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volume de eluente, de forma que os analitos estejam em uma concentracao
adequada para ser injetada no cromatografo.

A escolha do solvente de eluicdo depende da polaridade relativa do
solvente e da sua capacidade em remover os analitos da fase sélida
adsorvente. Para adsorventes menos polares como o C18 e C8, o solvente
de eluicdo precisa ter caracteristicas bem polares, como por exemplo, o

metanol, a acetonitrila e o acetato de etila.

3.6 Validacao do método para amostras aquosas

Definidas as melhores condicbes de separacdo para os pesticidas
estudados, a composicao da fase moével e o comprimento de onda, o passo
seguinte foi a validacdo do método analitico.

O processo de validacao tem o objetivo de explicitar a repetitividade e
a precisao intermediaria de um método, pela interpretacdo dos parametros
que definem a exatiddo e a precisdo do mesmo quando executado sob
condi¢cdes controladas (RIBANI et al., 2004).

Para a etapa de validagdo do método, utilizou-se amostras de agua
potavel, coletadas em uma torneira de uma regido supostamente livre da
contaminacdo por pesticidas, no Campus da UFSM. Foram realizadas
extragbes utilizando-se essas amostras para avaliar a presenca de
interferentes, analisando-se por HPLC-DAD.

Os parametros utilizados para a validacao serao descritos a seguir.

3.6.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia dentro
de uma determinada variacdo. Esta normalmente relacionada com a
variagao da inclinacao da linha de regressado e € determinada através da
curva analitica do principio ativo (VIEIRA & LIGHITIG, 2004).
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A regiao de linearidade é uma faixa de concentracao dentro da qual a
resposta do sistema de quantificacdo é uma funcao linear da concentragao.
Como forma geral, ndo se devem quantificar amostras cuja concentragao do
analito esteja abaixo dos limites de deteccdo e quantificagdo que foram
determinados experimentalmente durante o estudo do método.

Recomenda-se utilizar, no minimo, 5 (cinco) concentracdes diferentes
para a construcdo da curva analitica. Quando houver linearidade, os
resultados devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados,
como por exemplo, o calculo da regressao linear pelo método dos minimos
quadrados. (ANVISA, Portaria n°® 724 de marco de 2002).

As curvas analiticas foram obtidas colocando-se os valores das
concentracdes das solucbes no eixo das abscissas (x) e os valores das
areas no eixo das ordenadas (y), com o auxilio do programa S’[a’[graphics®
Plus 5.1, o qual forneceu o coeficiente de determinacao (r?), o coeficiente
angular (a) e o coeficiente linear (b) da curva analitica.

O Statgraphics® Plus 5.1 é um programa designado a ajudar na
interpretacdo dos resultados de procedimentos estatisticos. Indica qual dos
resultados obtidos podera prejudicar os dados do método. Utiliza todos os
valores de area e concentracao obtidos para a construcado da curva analitica,
diminuindo assim a probabilidade de erros comparado com o software
Microsoft® Excel 98, o qual utiliza as médias de todos os valores de areas
obtidos.

Dessa forma, a linearidade do método foi avaliada pela analise de
solucdes analiticas na faixa de 0,5 a 10,0 mg L™ para o carbofurano e 0,05 a
10,0 mg L™ para o quincloraque.

3.6.2 Limite de deteccao e limite de quantificacao
O limite de deteccéao € definido como a concentragdo do analito, que

resulta um sinal trés vezes maior que o ruido da linha base, nas
proximidades do sinal do analito (LOD = 3S/R).
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O limite de quantificacao é a concentracdo do analito que resulta um
sinal dez vezes maior que o ruido da linha base (LOQ = 10S/R). A Figura 9
representa a forma de estabelecimento dos valores de LOD e LOQ para este
estudo. Para a medida do sinal foi utilizada a altura do pico, contabilizada a
partir da média da oscilagao do ruido.

LOQ
10 S/R

LOD
3S/R

Resposta

Ruido

— |
AP P il .--ﬂ\-‘J asPrmant Al Lataapion

Tempo (min)

Figura 9. Diagrama demonstrando como foram estabelecidos os
valores de LOD e LOQ neste estudo (R: ruido; S: sinal)

3.6.3 Precisao

A precisao do instrumento (repetitividade ou desvio padrao relativo) foi
estudada efetuando-se 6 (seis) injecoes de cada concentracao das solugdes
analiticas do carbofurano (0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mg L") e do
quincloraque (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mg L), no
sistema HPLC-DAD. A precisdo do método analitico foi avaliada através da
extracdo e anadlise no HPLC-DAD das amostras fortificadas conforme item
3.6.4. Cada um dos 3 (irés) niveis de fortificacao foi extraido 6 (seis) vezes e
cada um dos extratos foi injetado 3 (trés) vezes.
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A preciséo intermedidria indica o grau de concordancia dos resultados
de testes obtidos para avaliar a precisdo sobre uma mesma amostra ou
padrdes, utilizando o mesmo método, o0 mesmo laboratério ou laboratérios
diferentes, no mesmo dia ou em dias diferentes, analistas iguais ou
diferentes.

Na escolha de uma destas condi¢cbes a variar, para avaliar a precisao
intermediaria, utilizaram-se dias diferentes para injecdo dos padrbes de
carbofurano e quincloraque, assim como injecdo das amostras fortificadas.

A precisdao normalmente é expressa através do desvio padrao relativo
(RSD) em um numero significativo de amostras (RIBANI et al., 2004).

O valor numérico usado para avaliar a precisdao, RSD, pode ser
calculado através da Equacao (4) (GARP, 1999).

RSD (%) =%x100 (4)

onde:

s = estimativa de desvio padrao absoluto
s ={Y(xi — Xm)2/ N —1}"2

x; = valores individuais

Xm = média das medidas em replicatas

N = nimero de medidas

3.6.4 Recuperacao

Em teste de recuperacao faz-se a adicdo do componente de interesse
a matriz, seguida da execucao do método que esta sendo avaliado.

A exatiddo do método foi avaliada através da fortificacdo de 6 (seis)
amostras branco em 3 (trés) niveis diferentes, totalizando 18 anadlises de
recuperacao para 0s principios ativos. A recuperacdo dos pesticidas foi
avaliada nos niveis de 1, 2 e 10 vezes o LOQ do método.
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Nos ensaios de recuperagdo, fortificaram-se amostras de agua
potavel, coletada em uma torneira, livre da contaminacao de pesticidas, com
uma quantidade conhecida da mistura da solucdo analitica dos pesticidas
em estudo. A adicdo da solugdo padrao em cada nivel de fortificacao, foi
realizada em um volume de 1,5 L e retirou-se aliquotas de 250 mL para pré-
concentrar por SPE.

Os valores de massa obtidos apés a SPE e analise por HPLC-DAD
foram denominados de “massa obtida”, e a “massa real” foi aquele valor

adicionado na fortificagdo, conforme descrito no item 2.7.7.

3.7 Aplicacao do método desenvolvido em agua de lavoura de arroz
irrigado

Os métodos desenvolvidos neste estudo foram aplicados na avaliagao
da estabilidade dos pesticidas carbofurano e quincloraque, em agua de
lavoura de arroz irrigado de um experimento de campo localizado no
Campus da Universidade Federal de Santa Maria. O estudo foi realizado nos
anos agricolas 2006/2007.

Foram estabelecidas unidades experimentais de 73,7 m? (9,7 x 7,6
m), com 3 (trés) repeticdes para cada pesticida, nas quais se aplicaram, com
um pulverizador Costal propelido com CO, e vazdo de 150 L ha™, os
principios ativos no estagio de inicio do perfilhamento do arroz sob lamina de
agua de 10 cm de altura. Utilizou-se o sistema convencional de plantio, com
semeadura no dia 24/10/2006. A umidade do solo é fundamental neste
sistema de preparo, ja que quando em excesso, as operacgdes realizadas
poderdo causar danos a estrutura do solo e, em condigcdes de solo muito
seco, 0 numero de operacdes aumentara. A tempetura ambiente no dia da
semeadura estava 23 °C e a umidade do ar 79%.

Seguindo as Boas Praticas Agricolas (RODRIGUES & ALMEIDA,
1998), que sao praticas para reduzir o risco do agrotoxico ser transportado
pela agua e atingir o lengol freatico, foram aplicadas as doses
recomendadas de pesticidas para a cultura de arroz irrigado. Empregaram-
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se 0s seguintes produtos comerciais com as respectivas dosagens dos
principios ativos: Diafuran® 0,4 kg de carbofurano ha™, Facet® PM 0,375 kg
de quincloraque ha™, conforme descrito no item 3.7.1.

A aplicagédo dos pesticidas foi efetuada no dia 28/11/2006.

As coletas das amostras de agua foram realizadas na superficie da
camada de agua para evitar a amostragem excessiva do material sélido

presente no fundo da lamina de agua.

3.7.1 Determinacao dos pesticidas por SPE e HPLC-DAD

As amostras coletadas foram pré-concentradas por SPE. Inicialmente
o sistema é condicionado passando-se 3 mL de metanol; 3 mL de agua de
Milli-Q e 3 mL de agua de Milli-Q pH 3,0. A solugcédo (250 mL de 4gua com
pH ajustado em 3,0 utilizando uma solu¢do aquosa de acido fosférico (1:1,
v/v), previamente filtrada em sistema de filtracdo com membranas de nylon
de 47 mm de didmetro e porosidade de 0,45 um) contendo os analitos de
interesse é percolada através do adsorvente & uma vazao de 5,0 mL min™,
sob vacuo de 20 mmHg. Apéds pré-concentracao passou-se 3,0 mL de agua
de Milli-Q (vacuo por 2 min) para minimizar substancias interferentes
soliveis na mesma. Esta etapa melhora a extracdo mais homogénea e
diminuindo as interferéncias no sistema HPLC-DAD. Fez-se vacuo por mais
10 min. Na sequUéncia, fez-se a elui¢do do analito retido no adsorvente C18
utilizando-se 1,0 mL de metanol puro e, apés isto, aplicou-se vacuo por 10
min. Recolheu-se a solucdo eluida para analisar por HPLC-DAD nas
condigdes cromatogréficas otimizadas, conforme descrito na Tabela 6.

3.7.2 Estudo da estabilidade dos pesticidas em lavouras de arroz
irrigado

O método validado foi aplicado a analise de amostras de agua de

lavoura de arroz, coletadas do experimento conduzido na varzea
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experimental localizado no Campus da Universidade Federal de Santa
Maria.

A area experimental estudada foi dividida em 6 (seis) canteiros (C).
Nos canteiros C1, C2 e C3 aplicou-se o inseticida carbofurano na
concentragdo 400 pg L™ (3 réplicas) e nos canteiros C4, C5 e C6 aplicou-se
o herbicida quincloraque na concentragdo 375 pg L7 (3 réplicas). As
amostragens foram feitas no 19, 22, 32, 52, 72 109, 142, 219, 289, 359, 429, 499,
569, 639, 70° dias ap6s a aplicacao dos pesticidas. As datas de coletas foram
escolhidas com base em estudos anteriores de degradacéao realizados com
outros compostos, sendo que nos primeiros dias foram mais freqlientes e,

apos, a cada 7 (sete) dias.

3.7.3 Determinacao do tempo de meia-vida

A longetividade de um pesticida no ambiente é geralmente expressa
em termos de meia-vida (t2) do composto, que € o tempo necessario para
que a metade da concentracdo do pesticida desapareca independente de
sua concentragao inicial. Quanto maior o valor de t'2 maior serd o potencial
de contaminacdo de &agua subterranea, afinal, maior sera o tempo
necessario para degradacao do pesticida no solo. Entao, se fizermos um
gréafico de In C em funcéo de t (tempo) obteremos uma reta cujo coeficiente
angular (constante de velocidade) € —k, que é determinado pela natureza
dos reagentes e pela temperatura, e € um valor numérico caracteristico de
cada reacdo (BARCELO & HENNION, 1997).

O conhecimento da meia-vida dos pesticidas é importante para prever
seu impacto potencial no ambiente. Se um produto € muito téxico, mas tem
curta meia-vida ele tem baixo potencial de causar impacto no ambiente
porque sua degradacao sera rapida.

Para calcular o tempo de meia-vida na agua de lavoura de arroz

irrigado de cada composto em estudo, utilizou-se a Equacao (5); onde k é a



60

inclinagdo da reta (BARCELO & HENNION, 1997) e a cinética da reacdo é
de 12 ordem.

tVe = (In 2) /K (5)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condicoes cromatograficas otimizadas para a determinacao dos
pesticidas em estudo por HPLC-DAD

Para a otimizagdo das condicoes cromatograficas utilizadas na
separacdo dos pesticidas selecionados neste estudo, foram preparadas
solucdes analiticas contendo os principios ativos dos pesticidas em estudo,
a fim de injetar no HPLC-DAD e observar o tempo de retencéao e o espectro
de absorcdo molecular de cada composto. A Tabela 6 mostra as condicdes
cromatograficas otimizadas utilizadas na quantificacdo dos pesticidas

carbofurano e quincloraque.

Tabela 6. Condicoes cromatograficas otimizadas

Coluna analitica Gemini 5y C18
(250 x 4 mm, 5 um, Phenomenex)

Fase movel Metanol / agua (65:35, v/v) ajustado a
pH 3,0 com HzPOy4 (1:1, v/V)

Vazao da fase movel 0,8 mL min™

Alca de injecao 20 uL

Detector DAD

Comprimento de onda 220 e 270 nm

Para separacao dos analitos de interesse nesse estudo, optou-se pela
fase mével metanol / agua (65:35, v/v), acidificada até pH 3,0 com solucao
aquosa de &cido fosférico (1:1, v/v), na vazdo 0,8 mL min™, pois forneceu
melhor separagdo dos analitos e menos interferéncia na vazao escolhida.

Conforme revisdo bibliografica, o metanol é um solvente com

caracteristicas polares, muito utilizado na extracdo e separacdo dos
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pesticidas e, o acido fosférico utilizado para o ajuste do pH, nao interfere na
deteccgao analitica.

Considerando o0s espectros de absorcdo molecular, pode-se
determinar o maximo de absorcdo para cada composto com menor
interferéncia da matriz. O maximo de absor¢cdo molecular do carbofurano
ocorre no comprimento de onda 270 nm e do quincloraque, 220 nm.

Nestas condicbes, o perfil de um cromatograma de separacédo dos
compostos em estudo pode ser observado na Figura 10, obtido com a
injecdo de 20 pL de uma solugdo contendo 5,0 mg L™ de carbofurano e

quincloraque.

mAl
Quincloraque

1
bl
bl

]
Carbofurano

Area

K]
]

|]T-'- -y L . ——
[ a
Tempo (min)

Figura 10. Cromatograma obtido por HPLC-DAD, nas condicoes
cromatograficas otimizadas a 270 nm, a partir da solucao
analitica 5,0 mg L' de carbofurano (tg: 7,9 min) e
quincloraque (tr: 9,5 min)
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Os picos e os respectivos principios ativos foram identificados de
duas maneiras: primeiro injetando, separadamente, cada principio ativo no
sistema HPLC-DAD sob mesmas condicées cromatograficas e observando o
tempo de retencéo e o espectro de absorcdo molecular de cada composto, e
segundo, fazendo uma adicdo de padrdo em uma mistura dos dois
compostos e observando o aumento de sinal do respectivo pesticida.

4.2 Validacao do método analitico

Para que as informacdes contidas nos dados analiticos possam ser
bem interpretadas € necessario garantir que as mesmas sejam exatas,
especificas, reprodutiveis e de qualidade, comprovando a confiabilidade. Um
processo experimental ndo confidvel gera problemas tanto econdmicos
como de credibilidade.

Dessa forma, depois de definidas as melhores condigbes de
separacao para os pesticidas estudados, a composicdo da fase mével e o
comprimento de onda, o passo seguinte foi a validacdo do método para
analise dos pesticidas, segundo os parametros que serao descritos a seguir.

4.2.1 Espectros de absorcao molecular

Nas condi¢cdes cromatograficas otimizadas, o perfil dos espectros de
absorcdo molecular dos pesticidas carbofurano e quincloraque, injetados
individualmente no sistema HPLC-DAD na concentracdo 10,0 mg L™, pode
ser observado nas Figuras 11 e 12.
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Figura 11. Espectro de absorcio molecular do carbofurano (10,0 mg L™)
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de 200 a 400 nm obtido por HPLC-DAD a partir do seu sinal
cromatografico (tg = 7,9 min)
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Figura 12. Espectro de absorcao molecular do quincloraque (10,0 mg

L") de 200 a 400 nm obtido por HPLC-DAD a partir do seu
sinal cromatografico (tg = 9,5 min)
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Conforme os cromatogramas e os espectros de absorcdo molecular
de cada pesticida, optou-se pela quantificagdo nos comprimentos de onda
270 e 220 nm, para o carbofurano e quincloraque, respectivamente.

O perfil do espectro de absor¢cao molecular do metabdlito do inseticida
carbofurano, o 3-hidroxicarbofurano, pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13. Espectro de absorcao do 3-hidroxicarbofurano obtido por
HPLC-DAD a partir de uma solucéo analitica 10,0 mg L

4.2.2 Curva analitica e linearidade do método analitico

Para a analise da mistura das solucdes padrbes dos pesticidas,
utilizando a fase mével metanol / agua (65:35, v/v), acidificada a pH 3,0, em
uma vazdo 0,8 mL min”, os compostos carbofurano e quincloraque se
separam.

A linearidade do método esta demonstrada nas Tabelas 7 e 8, nos
comprimentos de onda de 220 e 270 nm, respectivamente, para o0s

compostos selecionados neste estudo.
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Tabela 7. Linearidade do método com deteccao em 220 nm

Pesticida Faixa linear (mg L) Equacao da reta r2
Carbofurano 0,5-10,0 y =44,396x - 31,608 0,9319
Quincloraque 0,15-10,0 y =200,45x + 52,56  0,9928

Tabela 8. Linearidade do método com deteccao em 270 nm

Pesticida Faixa linear (mg L) Equacao da reta 12
Carbofurano 0,5-10,0 y=17,196x + 5,09925 0,9975
Quincloraque 0,15-10,0 y = 3,5148x - 1,8488 0,9001

Conforme Tabelas 7 e 8 observa-se que o carbofurano no
comprimento de onda 270 nm e o quincloraque em 220 nm possuem r2 >
0,99.

Definiu-se as condicbes cromatograficas otimizadas para determinar
os pesticidas selecionados neste estudo. Apds, para a construcdo da curva
analitica injetou-se cada uma das solugbes analiticas em ordem crescente
de concentragdo (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mg L.

Através dos dados obtidos para a construgdo da curva analitica,
apresentados nas Figuras 14 e 15, analisou-se as equacdes das retas para
as curvas analiticas. Pode-se concluir que o modelo de regressao linear é
bastante adequado para as determinacdes analiticas em estudo, ja que os
coeficientes de determinacao (r?) foram maiores que 0,99. Este modelo
explica 99% da variagao total em torno da média.

A Figura 14 ilustra um modelo de grafico da curva analitica do
herbicida quincloraque obtido através do programa Statgraphics® Plus 5.1,
utilizando todos os valores de areas referentes as concentracées das

solugdes analiticas injetadas no HPLC-DAD. A linha central do grafico
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delimita a linha de tendéncia. A partir da analise das linhas externas,
determina-se a faixa linear de trabalho.

2400

[u]

2000
1600
1200

Area (mAU)

800
400

L
2

4 0 8 10

Concentragdo (mg L™

Figura 14. Curva analitica do herbicida quincloraque (HPLC-DAD, 220
nm) obtida pelo programa Statgraphics® Plus 5.1
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A Tabela 9 mostra os valores estatisticos obtidos através do programa
Statgraphics® Plus 5.1 pelo modelo de regressao linear, para 0 composto
quincloraque.

Tabela 9. Valores estatisticos obtidos pela analise da regressao linear
para o quincloraque (a 220 nm) conforme o programa Statgraphics®
Plus 5.1

Andlise da regressao linear, modelo lineary =ax + b

Variavel dependente: area

Variavel independente: concentracao

Coeficiente de correlagcéo: 0,9964

Coeficiente de determinacéao: 0,9928

Equacéo da reta: area = 52,56 + 200,45 x concentragao
Nivel de confianga: 99%

Erro padrao: 60,8396

O coeficiente de correlacdo mede o grau da correlacdo entre as
variaveis dependentes e independentes. Este coeficiente assume valores
entre -1 e 1 (correlagdo perfeita). E uma medida da proporcdo da
variabilidade em uma variavel que é explicativa pela variabilidade da outra.
O valor de r2 precisa estar o mais préximo de 1 para ter-se uma relacéao
linear das variaveis.

Para o quinclorague existe uma relacao estatistica significativa entre
area e concentragdo para um nivel de confianga de 99%. O coeficiente de
determinacao (r?) indica que o modelo de regressao linear explica 99,283%
da variabilidade da area. O coeficiente de correlacao (r) € igual a 0,9964,
indicando uma relagao relativamente forte entre as variaveis. O erro padrao
mostra o desvio tipico dos valores que é de 60,8396.

A Figura 15 ilustra o modelo de gréafico do inseticida carbofurano
obtido através do programa S’[a’[graphics® Plus 5.1, utilizando todos os
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valores de areas referentes as concentragdes das solucbes analiticas
injetadas no HPLC-DAD.
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Figura 15. Curva analitica do inseticida carbofurano (HPLC-DAD, 270
nm) obtida pelo programa Statgraphics®Plus 5.1
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A Tabela 10 mostra os valores estatisticos obtidos através do
programa Statgraphics® Plus 5.1 utilizando o modelo de regressao linear,

para o composto carbofurano.

Tabela 10. Valores estatisticos obtidos pela analise da regressao linear
do carbofurano (a 270 nm) conforme o programa Statgraphics® Plus 5.1

Andlise da regressao linear, modelo lineary =ax + b

Variavel dependente: area

Variavel independente: concentracao

Coeficiente de correlagéo: 0,987742

Coeficiente de determinacéao: 0,9975

Equacéo da reta: area = 5,09925 + 17,196 x concentragao
Nivel de confianga: 99%

Erro padréo: 7,64559

A equacao da reta mostra os resultados do ajuste ao modelo linear
para descrever a relacdo entre area e concentracdo. Existe uma relacao
estatistica significativa entre area e concentragédo para um nivel de confianga
de 99%.

O valor do coeficiente de determinacao (r?) indica que o modelo
explica 97,56% da variabilidade em area. O valor do coeficiente de
correlacao (r) é igual a 0,9877 indicando uma relacao relativamente forte
entre as variaveis. O erro padrdao mostra o desvio tipico dos residuos que é
de 7,64559.

Conforme a comparacao dos modelos tipicos de curva analitica do
inseticida carbofurano e do herbicida quincloraque, utilizando o programa
Statgraphics® Plus 5.1, a melhor linearidade obtida foi com o modelo de
regressao linear. A regressao linear é uma fungdo para estimar um valor

esperado de uma variavel y, dados os valores de algumas variaveis x.
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Os resultados obtidos pelo programa Statgraphics® Plus 5.1 foram
confirmados pelo software Microsoft ® Excel 98.

4.2.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Na Tabela 11 estdo listados os valores de limite de detecgao e limite
de quantificacdo do instrumento e do método para os pesticidas
selecionados neste estudo. Para o pesticida carbofurano o LOQ do método
foi de 2,0 ug L™ e para o pesticida quincloraque foi de 0,6 pug L™.

Tabela 11. Resultados de LOD e LOQ, do instrumento e do método,
para os pesticidas estudados

Instrumento Método
Pesticida LOD LOQ LOD LoOQ
mg L™ mg L™ pg L™ pg L™
Carbofurano 0,3 0,5 1,2 2
Quincloraque 0,05 0,15 0,2 0,6

4.2.4 Precisao

RIBANI et al. (2004), recomenda RSD < 20% para ser aceitavel na
precisdo de métodos cromatograficos.

A precisado do método proposto foi verificada em termos de
repetitividade, considerando os resultados dos ensaios de fortificacbes que
estéo listados na Tabela 13.
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Os resultados para a precisdo do instrumento obtidos através das
solugdes padroes estdo demonstrados na Tabela 12.

Tabela 12. Resultados do RSD do instrumento

Precisao intermediaria

Repetitividade (RSD%) (RSD%)
Pesticida Faixa de variacado meédia Faixa de variacdo = meédia
Carbofurano 54-10,8 7,7 43-10,8 7,2
Quincloraque 0,0-27,5 10,5 2,4-475 14,5

Para o teste de precisao intermediaria do instrumento empregou-se
dias diferentes na anélise.

Conforme dados apresentados na Tabela 12, a repetitividade e a
precisao intermediaria do instrumento estao dentro dos limites de valores
aceitaveis, considerando os valores de desvio padrdao (RSD) que conforme
literatura consultada para o desenvolvimento deste estudo, precisa ter
valores < 20% (RIBANI et al., 2004).

4.2.5 Recuperacao

De acordo com a literatura para a validacdo de métodos
cromatograficos, as recuperagdes precisam estar entre 70 e 120% (BRITO
et al, 2003). Todos os valores obtidos nos ensaios de fortificacdo
apresentaram valores dentro deste intervalo (Tabela 13), comprovando a

confiabilidade do método.
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A Figura 16 ilustra cromatogramas obtido por HPLC-DAD, em 270 nm,
no nivel 3 (trés) de fortificagdo da amostra de agua.
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Figura 16. Cromatograma da solucao analitica de carbofurano 5,0 mg
L' e quincloraque 1,5 mg L (em azul) e de uma amostra
fortificada no nivel 3: carbofurano 20,0 ug L™ e quincloraque
6,0 pg L™ (em vermelho)
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A Tabela 13 apresenta os valores de recuperagcdo e RSD obtidos para
as fortificagdes das amostras branco, nos niveis 1, 2 e 3, para os pesticidas
estudados.

Tabela 13. Resultados das recuperacoes dos analitos

Precisao
Nivel de Repetitividade Intermediaria

fortificacao Recuperacao RSD  Recuperacdo RSD

Pesticida pg L™ % % % %
2,0 111,2 13,3 1041 12,1
Carbofurano 4,0 102,5 2,8 97,2 14,2
20 119,3 4,2 104,8 15,3
0,6 99,3 10,2 109,9 14,8
Quincloraque 1,2 104,2 6,6 111 11,3
6,0 82,6 17,1 87,9 16,5
n=6

4.3 Aplicacao do método

O método desenvolvido foi aplicado a analise de agua de lavoura de
arroz irrigado do experimento conduzido na varzea experimental do Campus
da Universidade Federal de Santa Maria.

A principal dificuldade de analise de amostras de agua é a presenca
de substancias organicas, principalmente, substancias humicas e fulvicas
(PRIMEL, 2003), Nos cromatogramas de amostras de agua analisadas,
contendo carbofurano, foi observado um sinal de grande intensidade e com
tempo de retencdo pequeno, mas este sinal ndo interfere na analise
qualitativa e quantitativa do inseticida estudado, pois ndo interfere na
integragao do sinal do analito.
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4.3.1 Coleta das amostras

As amostras de agua de lavoura de arroz foram coletadas em frascos
de vidro ambar, com capacidade de 1 (um) litro, nos 19; 29; 3%; 5%; 79; 10%;
149; 219; 289, 359, 42° 49° 56°, 77° e 84° dias apo6s a aplicacao dos
pesticidas. Para que ndo houvesse contaminacao, os frascos foram lavados
previamente com solucdo aquosa de Extran® alcalino 5% (v/v), enxaguando
com agua corrente, agua deionizada e alcool etilico comum, antes de serem

usados na coleta das amostras.

4.3.2 Recebimento das amostras

As amostras coletadas na area experimental do Campus da UFSM
foram entregues no Laboratério de Analise de Residuos de Pesticidas
(LARP) da UFSM, logo apds a coleta.

4.4 Estabilidade dos pesticidas em amostras de agua de lavoura de

arroz irrigado

MOREIRA et al. 2004, avaliaram a distribuicdo de carbofurano em
agua de irrigacao, provenientes de areas de cultivo de arroz até a sua
descarga no Rio Paraiba do Sul, assim como a qualidade da agua fornecida
para abastecimento em Taubaté. As amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector por
fluorescéncia. Na area de estudo monitorada seria esperada uma
concentracdo de carbofurano na agua do tabuleiro de no maximo 100 pg L™,
ja que a lamina de agua usada nos tabuleiros foi de aproximadamente 15 cm
e a area do tabuleiro foi de 700 m?. Esta concentracdo seria encontrada na
condicao de distribuicdo homogénea do produto comercial no tabuleiro e
sem considerar as perdas por processos de transporte, adsorcdo ao solo,

adsorcao pela planta, volatilizacdo e degradacéo.
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No 5° dia ap6s a aplicagcdo do inseticida foram detectados niveis de
residuos da ordem de 10 a 20 mg L™ de carbofurano na 4gua em todos os
pontos amostrados. Na coleta realizada 49 dias apdés a aplicacdo do
inseticida nao foi detectado residuo de carbofurano ou de seu metabdlito na
amostra, indicando que a dissipacao do carbofurano nas aguas ocorre entre
49 e 71 dias apds a aplicacao do inseticida (MOREIRA et al., 2004).

Na area experimental monitorada neste estudo a concentragao
esperada de carbofurano seria de 400 pg L' do inseticida por canteiro. No 1°
dia apds a aplicagdo do inseticida ndo foram detectados residuos do
inseticida carbofurano e nem do seu principal metabdlito, o 3-
hidroxicarbofurano. No 2° dia apés a aplicacdo do inseticida foram
encontrados residuos na ordem de 20 a 50 pg L™ por canteiro, e a partir do
7° dia ap6s a aplicacdo do carbofurano, ndo se encontra residuos do
carbofurano e nem do seu principal metabdlito.

Os resultados das concentracdes de carbofurano no canteiro 1 (C1),
canteiro 2 (C2), canteiro 3 (C3), e do quincloraque no canteiro 4 (C4),
canteiro 5 (C5) e canteiro 6 (C6) nas amostras coletadas estdo apresentados
nas Tabelas 14 e 15, respectivamente.

Tabela 14. Concentracdes (em pg L") de carbofurano em amostras de
agua de arroz irrigado

C1 C2 C3 C média
Concentracdo (ug L)
Dias apds aplicacao 400 * 400 * 400 * 400 *
1 nd nd nd nd
2 49,27 18,84 15,68 27,93
3 52,06 48,39 34,52 44 99
5 2,98 0,79 1,03 1,6
7 nd nd nd nd
10 nd nd nd nd
14 nd nd nd nd

* Valor teérico inicial (em ug L) considerando uma lamina de agua de 10 cm de altura
C1 = canteiro 1; C2 = canteiro 2; C3 = canteiro 3

nd = nao detectado
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Sabe-se que a concentracdo de pesticidas na agua e no solo muda
rapidamente durante as primeiras 24 horas apds a aplicacdo do produto,
devido a solubilizacdo dos granulos no sistema aquosos (MOREIRA et al,,
2004).

Com isso, considerando as interacdes do carbofurano com a matéria
organica contida no sedimento e na agua, no primeiro dia ap6s a aplicacao
do pesticida, o composto ndo é detectado. A partir do segundo dia apés a
aplicagdo, pode-se monitorar a estabilidade do carbofurano na agua de
superficie (Figura 17).
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Figura 17. Perfil de dissipacao do pesticida carbofurano, nos canteiros
C1, C2 e C3, em amostras de agua na safra de 2006/2007

(mC1, sC2, ¢C3 e Amédia dos canteiros)

Na area experimental monitorada nao foi observada a presenca do
metabdlito 3-hidroxicarbofurano, do inseticida carbofurano, nos pontos
amostrados da lavoura de arroz irrigado.

Conforme a Figura 17, no 2° dia de aplicacao do inseticida, tem-se a
deteccédo do carbofurano, e a partir do 7° dia, ndo se encontra residuo de

carbofurano.
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A Figura 18 ilustra um cromatograma da amostra coletada no 2° dia
apdés a aplicacdo do pesticida carbofurano na é&rea experimental do

experimento monitorado.
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Figura 18. Cromatograma da amostra coletada no 22 dia apos a
aplicacao do pesticida carbofurano (tg = 7,18 min) em lavoura
de arroz irrigado

Na area experimental monitorada seria esperada uma concentracao
de 375 pg L' do herbicida quincloraque por canteiro. No 1° dia apés a
aplicagéo do herbicida foram encontrados residuos na ordem de 200 a 330
ug L™ e no 422 dia apés a aplicagdo do quincloraque na ordem de 30 a 50 ug
L. Apds o 422 dia, ndo se encontra residuos do herbicida quincloraque na

agua da area monitorada.



79

As concentracbdes do herbicida quincloraque em agua da lavoura de
arroz irrigado coletadas em diferentes dias apdés a aplicacdo estao

demonstradas na Tabela 15.

Tabela 15. Concentracdes (em pg L") de quincloraque em amostras de

agua de arroz irrigado

C4 C5 C6 C média
Concentracédo (pg L™)

Dias apos aplicacao 375" 375 * 375" 375"
1 332,35 236,59 188,11 252,35
2 457,99 396,51 508 454,16
3 426,46 410,1 434,14 423,57
5 344.6 252,77 259,88 285,75
7 173,88 103,89 136,57 138,12
10 116,91 66,74 104,6 96,08
14 55,16 63,58 27,14 48,63
21 44 28 37,54 nd 40,91
28 75,34 46,12 49,32 56,93
35 62,98 31,81 31,5 42,1
42 28,74 53,16 42,75 41,55
49 nd nd nd nd
56 nd nd nd nd
77 nd nd nd nd
84 nd nd nd nd

* Valor tedrico inicial (em pg L) considerando uma lamina de 4gua de 10 cm de altura
C4 = canteiro 4; C5 = canteiro 5; C6 = canteiro 6
nd = ndo detectado
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O perfil da dissipacao do herbicida quincloraque na safra 2006/2007,
em amostra de agua de lavoura de arroz irrigado do experimento estudado,
esta ilustrado na Figura 19.

Concentracédo (ug L ™)

T 1 F \"\ T T \"
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Tempo (dias)

Figura 19. Perfil de dissipacao do pesticida quincloraque, nos canteiros
C4, C5 e C6, em amostras de agua na safra de 2006/2007

(mC4, «C5, ¢C6 e Amédia dos canteiros)

As coletas das amostras de agua foram realizadas em periodos pré-
estabelecidos e a suplementacdo da agua foi feita apd6s as coletas,
justificando o aumento da concentracdo das amostras coletadas no dia
seguinte a coleta.
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A Figura 20 ilustra um cromatograma da amostra coletada no 2° dia
apdés a aplicacdo do pesticida quincloraqgue na &rea experimental do

experimento monitorado.

254

204

Resposta

-8
's o Y5

Tempo (min)

Figura 20. Cromatograma da amostra coletada no 22 dia apos a
aplicacao do pesticida quincloraque (tr = 9,5 min) em lavoura
de arroz irrigado
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4.41 Determinacdao dos tempos de meia-vida dos pesticidas
selecionados neste estudo

O tempo de meia-vida do carbofurano em agua a 22 °C é altamente
dependente do pH podendo ser de 1 ano a pH 4,0 até 31 horas a pH 9,0. Em
pH 7,0 a meia-vida é em torno de 121 dias (TOMLIN, 2000). O pH é&,
portanto, um parametro importante a ser considerado quando se avalia a
permanéncia de residuos de carbofurano em aguas superficiais (MOREIRA
et al., 2004).

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos para o tempo de meia-

vida (t'2) do herbicida quincloraque neste estudo.

Tabela 16. Tempos de meia-vida do quincloraque

t2 (dia)
Pesticida
C4 C5 C6 Média
Quincloraque 11,43 12,81 12,48 12,24

Conforme Tabela 16, o tempo de meia-vida do quincloraque foi de
aproximadamente 12 dias.

A alta radiacdo solar favorece a degradacdo dos pesticidas por
fotdlise, o que pode reduzir a meia-vida dos principios ativos no solo em
relacdo aos dados encontrados na literatura. Portanto, em um experimento a
campo, o carbofurano se dissipa muito rapido. Com isso, para determinar
com seguranca o tempo de meia-vida deste inseticida, precisa-se coletar
maior nimero de amostras por dia, principalmente nos primeiros dias ap6s a
aplicacao (MOREIRA et al., 2004).

O principal metabdlito do carbofurano, o 3-hidroxicarbofurano, néo

estava presente nas amostras analisadas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A necessidade de fornecer alimentos a populagao torna indispensavel
o controle de doencas, pragas e plantas invasoras. O uso de pesticidas, que
se destaca como a principal forma de controle dos invasores que prejudicam
a producado, aumenta os niveis de residuos dos mesmos ou de seus
metabdlitos, podendo comprometer a qualidade das aguas de superficie e
subterraneas.

Muitos contaminantes organicos estao presentes na agua em baixas
concentragdes, com isso, tem crescido o interesse em desenvolver técnicas
de preparo de amostra que possibilitem pré-concentrar os analitos presentes
na matriz para adequacéao ao sistema de detecgao.

A necessidade de se extrair analitos mais polares tornou a extracao
em fase sélida (SPE) um dos principais métodos para analise de compostos
organicos em agua, com boas recuperacoes, extracao rapida, baixo
consumo de reagentes e boa seletividade. Neste estudo, a SPE com
cartucho contendo 500 mg do adsorvente C18 e a eluigcdo dos analitos com
metanol mostrou-se adequado.

As condicoes cromatograficas otimizadas, com fase movel
metanol:agua (65:35, v/v) acidificada a pH 3,0 com solucédo aquosa de acido
fosférico (1:1, v/v), a uma vazdo de 0,8 mL min™, coluna Gemini 5 y C18
(250 x 4,6 mm) e pré-coluna com o mesmo recheio da coluna, comprimento
de onda 270 e 220 nm (carbofurano e quincloraque, respectivamente),
permitiram a separacdo, identificacdo e quantificacdo satisfatéria dos
compostos em estudo.

O detector por arranjo de diodos (DAD) permitiu monitorar
simultaneamente diferentes comprimentos de onda, fornecendo o espectro
de absorcdo molecular de cada pesticida, tornando mais adequada a
identificacdo dos picos detectados.

A validacao do método desenvolvido apresentou bons resultados de
linearidade, com coeficientes de determinacdo maiores que 0,995 para
ambos 0os compostos estudados.
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Os estudos de recuperacao realizados no presente trabalho foram
feitos a fim de se avaliar a confiabilidade do método. De acordo com a
literatura para a validagdo de métodos cromatograficos, as recuperacdes
precisam estar entre 70 e 120%. Todos os valores obtidos nos ensaios de
fortificagdo apresentaram valores entre 82 e 112%, comprovando a
confiabilidade do método desenvolvido.

Os valores de precisdao obtidos ficaram entre 7,2 e 14,5%,
encontrando-se dentro dos limites aceitaveis (RSD < 20%).

Os valores de limite de quantificacdo de 2 pyg L' e 0,6 pg L7,
respectivamente, para o carbofurano e quincloraque, permitem que sejam
determinados residuos de pesticidas em aguas de superficie, as quais
apresentam elevado contetdo de compostos.

Depois de validado, o método foi aplicado em amostras de agua de
lavoura de arroz irrigado originarias de experimentos com aplicacao
controlada de pesticidas conduzido no Campus da Universidade Federal de
Santa Maria, monstrando-se bastante eficiente.

Analisando os resultados obtidos para as amostras de agua de
lavoura de arroz irrigado, na safra em estudo, o carbofurano degrada-se
facilmente, porém nao foi detectado na forma do seu principal metabdlito, o
3-hidroxicarbofurano. No 1° dia de coleta, ou seja, dentro das primeiras 24 h
apdés a aplicacdo do inseticida, o carbofurano apresentou baixa
disponibilidade, ndo sendo detectado nas amostras. No 2°, 3% e 5° dia apds a
aplicagdo do inseticida, o carbofurano foi detectado nas amostras
analisadas, e a partir do 5° dia ap6s a aplicacao ndao se encontrou mais
residuos do carbofurano, indicando que sua estabilidade em agua é muito
baixa.

Como o experimento em estudo foi conduzido a campo, os fatores
naturais, como por exemplo, luminosidade, calor, vento, além dos compostos
organicos presentes na agua e no solo, aumentam a possibilidade de
dissipacao dos pesticidas. A dissipacao do carbofurano foi muito rapida e
nao foi possivel calcular com seguranca o tempo de meia-vida deste

pesticida na agua. Para esta avaliagdo seria necessario coletar maior
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namero de amostras por dia, principalmente nos primeiros dias ap6s a
aplicacao.

O herbicida quincloraque foi encontrado até 42 dias ap6s a aplicacao.
Apé6s 42 dias da aplicacao do quincloraque, ndo se encontra mais residuo
deste pesticida nas amostras de agua analisadas. Considerando estes
resultados obtidos pode-se determinar o tempo de meia-vida do
quincloraque na agua de lavoura de arroz irrigado em 12 dias.

Através dos estudos de dissipacao do carbofurano e do quincloraque,
pode-se determinar o periodo, ap6s a aplicacdo destes pesticidas, quer é
necessario a retencado da agua de irrigacao na lavoura antes de liberar para

0 meio ambiente.
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TRATAMENTO DE RESIDUOS GERADOS

Os solventes utilizados no desenvolvimento deste estudo foram
recolhidos, colocados em recipientes, rotulados e encaminhados para o
almoxarifado responsavel pelo tratamento final dos residuos gerados no
Departamento de Quimica da UFSM.

O adsorvente contido nos cartuchos SPE foi descartado como residuo
sélido, rotulado e encaminhado para o almoxarifado. Os cartuchos e seus
respectivos filtros foram guardados para serem utilizados em estudos

posteriores do grupo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Determinacado dos metabdlitos do carbofurano em amostras de agua de

lavoura de arroz irrigado;

- Estudo a campo e no laboratério da estabilidade do inseticida carbofurano
e do herbicida quinclorague em amostras de agua de lavoura de arroz
irrigado.

- Estudo da dissipagao do carbofurano em agua de arroz, com coletas das
amostras em trés periodos por dia.
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APENDICES

APENDICE A - Comparacido dos valores estatisticos obtidos por
modelos distintos de curvas analiticas, conforme o programa

Statgraphics® Plus 5.1

Tabela 1. Comparacao entre os valores estatisticos obtidos por
diferentes modelos de curvas analiticas para o herbicida
quincloraque

Comparacao de Modelos Tipicos

Modelo r r2
Linear 0,9964 .. 0,9928
Raiz quadrada-Y 0,9866 0,9734
Multiplicativo 0,9776 0,9556
Raiz quadrada-X 0,9684 0,9378
Exponencial 0,9377 0,8793
Inverso duplo 0,8729 0,7620
Logaritmo-X 0,8565 0,7336
Curva-S -0,7096 0,5035

Inverso-X -0,5157 0,2659
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Tabela 2. Comparacao entre os valores estatisticos obtidos por
diferentes modelos de curvas analiticas para o inseticida

carbofurano

Comparacao de Modelos Alternativos

Modelo r r2
Linear 0,9877 0,9756
Raiz quadrada-Y 0,9754 0,9499
Multiplicativo 0,9692 0,9394
Raiz quadrada-X 0,9746 0,9514
Exponencial 0,9316 0,8678
Inverso duplo 0,9136 0,8347
Logaritmo-X 0,9337 0,8717
Curva-S -0,9047 0,8186

Inverso-X -0,7902 0,6245
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APENDICE B - Foto da lavoura de arroz no Campus da UFSM

Figura 1. Lavoura de arroz irrigado no Campus da Universidade Federal
de Santa Maria onde foram realizados os experimentos de campo
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APENDICE C - Determinacdo dos tempos de meia-vida do quincloraque
e do carbofurano

Tabela 1. Determinacao dos tempos de meia-vida do carbofurano

C In In In
C1 C2 C3 média C1 C2 C3 Média

gL' pgL’ pgLl’ pglL”

Teérico (ug L) 400 400 400 400

Dias 1 dia nd nd nd
apos a 2dias 49,27 18,84 15,68 27,93 3,9 2,94 2,75 4,793
aplicacao 3dias 52,06 48,386 34,52 4499 3,95 3,88 3,54 5,687
5dias 298 0,79 1,03 160 1,09 0,23 0,03 0,443

7 dias nd nd nd

10dias nd nd nd

14 dias nd nd nd

Tabela 2. Equacoes obtidas a partir dos dados de degradacao no
campo, safra 2006/2007 para o carbofurano, para calcular o
tempo de meia-vida (em dias), a partir da equacao t'2=1n2 / k

Canteiro Equacao r2 In2 t2
C1 y =-1,0059x + 6,3335 0,8822 0,693 0,68
C2 y =-1,1988x + 6,1905 0,723 0,693 0,57
C3 y =-1,0303x + 5,5408 0,7277 0,693 0,67

Média y =-1,6175x + 9,0324 0,7757 0,693 0,64




Tabela 3. Determinacao dos tempos de meia-vida do quincloraque
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cC4 ©C5 C6
gL’ pgL?! pglL”

C
meédia

g L

In

In

In

C4 C5 C6

Média

Teorico (ug L)

375 375 375

375

1 dia
2 dias
Dias 3 dias
apos a 5 dias
aplicacao 7 dias
10 dias
14 dias
21 dias
28 dias
35 dias
42 dias
49 dias
56 dias
77 dias
84 dias

332,35 236,59 188,11
457,99 396,51 408,00
426,46 410,10 434,14
344,60 252,77 259,88
173,88 103,89 136,57
116,91 66,74 104,60
55,16 63,58 27,14
44,28 37,54

75,34 46,12 49,32
62,98 31,81 31,50
28,74 53,16 42,75

nd nd nd
nd nd nd
nd nd nd
nd nd nd

252,35
420,83
423,57
285,75
138,12
96,08
48,63
40,91
56,93
42,10
41,55

nd
nd
nd
nd

5,81
6,13
6,06
5,84
5,16
4,76
4,01
3,79
4,32
4,14
3,36

5,47
5,98
6,02
5,53
4,64
4,20
4,15
3,63
3,83
3,46
3,97

5,24
6,01
6,07
5,56
4,92
4,65
3,30

3,90
3,45
3,76

5,50
6,04
6,05
5,65
4,91
4,54
3,82
3,71
4,02
3,68
3,70

Tabela 4. Equacoes obtidas a partir dos dados de degradacao no

campo, safra 2006/2007 para o quincloraque, para calcular o

tempo de meia-vida (em dias), a partir da equacao t'>=In2 / k

Canteiro Equacao r2 In2 t2
C4 y =-0,0606x + 5,7782 0,7532 0,693 11,43
C5 y =-0,0541x + 5,4523 0,6521 0,693 12,81
C6 y = -0,0555x + 5,5006 0,6306 0,693 12,48

Média y =-0,0573x + 5,567 0,7041 0,693 12,24
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ANEXOS

ANEXO A - Dados referentes as datas de coleta das amostras de agua

de lavoura de arroz irrigado do Campus da UFSM

Tabela 1. Datas das coletas de agua dos experimentos com aplicacao

do herbicida quincloraque

Coleta da agua nas parcelas com herbicida

Dia Dias apds o inicio
da irrigacao
29/11/2006 1@
30/11/2006 20
1/12/2006 3¢
3/12/2006 5¢
5/12/2006 7°
8/12/2006 10°
12/12/2006 140
19/12/2006 21°
26/12/2006 28°
2/1/2007 35°
9/1/2007 42°
16/1/2007 49°
23/1/2007 56°
30/1/2007 63°
6/2/2007 70°

Aplicacéo do herbicida: 28/11/2006 (7h00min)
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Tabela 2. Datas das coletas de agua dos experimentos com aplicacao

do inseticida carbofurano

Coleta da agua nas parcelas com inseticida

Dia Dias apos o inicio
da irrigacao
29/11/2006 19
30/11/2006 2°
1/12/2006 3¢
3/12/2006 5°
5/12/2006 7°
8/12/2006 10°
12/12/2006 14°
19/12/2006 21°
26/12/2006 28°
2/1/2007 35°
9/1/2007 42°
16/1/2007 49°
23/1/2007 56°
30/1/2007 63°
6/2/2007 70°

Aplicagéo do inseticida: 28/11/2006 (8h00min)
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ANEXO B - Limites maximos de residuos: ANVISA

Pesticida LMR (pug L)
Alacloro 20
Aldrin e Dieldrin 0,03
Atrazina 2
Bentazona 300
2,4-D 30
DDT 2
Endossulfan 20
Endrin 0,6
Glifosato 500
Hexaclorobenzeno 1
Lindano
Metacloro 10
Molinato

Pentaclorofenol

Permetrina 20
Propanil 20
Simazina 2

Trifluralina 20
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ANEXO C - Limites maximos de residuos: CONAMA - Aguas doces

Classe 1* e 2** Classe 3***

Pesticidas LMR (ug L) LMR (ug L™)
Alacloro 20
Aldrin e Dieldrin 0,005 0,03
Atrazina 2 2
Carbaril 0,02 70
24-D 4 30
DDT 0,002 1
Endossulfan 0,056 0,22
Endrin 0,004 0,2
Glifosato 65 280
Hexaclorobenzeno 0,0065
Lindano 0,02 2
Malation 0,1 100
Metacloro 10
Paration 0,04 35
Pentaclorofenol 0,009 0,009
Simazina 2
Trifluralina 0,2

* = aguas que podem ser destinadas ao abastecimento humano, apés tratamento simplificado;
** = aguas que podem ser destinadas ao abastecimento humano apés tratamento convencional;
*** = 4guas que podem ser destinadas a irrigagao de culturas arbdveras, cerealiferas e forrageiras



