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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Gradua¢do em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DETERMINAQAO DE BISPIRIBAQUE-SODICO, QUINCLORAQUE E
TEBUCONAZOLE EM AGUA DE LAVOURA DE ARROZ IRRIGADO EMPREGANDO
SPE E HLPC-DAD

AUTORA: MICHELE CAMARA DE VICARI
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 4 de marco de 2009

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo e desempenha
papel estratégico tanto no aspecto econdébmico quanto social. A Regidao Sul é
responsavel por cerca de 60% da producao brasileira de arroz, a qual esta diretamente
associada ao uso intensivo de pesticidas. Com isso, 0 estudo da persisténcia destes
compostos nas lavouras para avaliar os riscos de contaminacao ambiental é de suma
importancia sécio-econdmica. Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método
analitico para a determinacdo de residuos de bispiribaque-sodico, quincloraque e
tebuconazole em amostras de agua de lavoura de arroz irrigado, utilizando Extragcdo em
Fase Sdlida (SPE) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccao por Arranjo
de Diodos (HPLC-DAD). O método consiste na pré-concentracao das amostras de agua
em cartuchos SPE contendo 500 mg de C18, seguida da eluicdo com metanol e
determinacao dos pesticidas por HPLC-DAD. Na validacao do método avaliou-se curva
analitica e linearidade, limite de deteccao (LOD), limite de quantificacao (LOQ), precisao
(repetitividade e precisao intermediaria) e exatidao (recuperacdo). As curvas analiticas
apresentaram linearidade entre 0,03 e 10 mg L™ para quincloraque, 0,1 e 10 mg L™ para
bispiribaque-sédico e entre 0,05 e 10 mg L' para tebuconazole, com coeficientes de
determinagcao maiores que 0,9999. Os valores de LOQ para o método, considerando a
etapa de pré-concentragdo de 250 vezes, foram de 1,2 pg L' para bispiribaque-sédico,
0,4 pug L' para quincloraque e 0,6 ug L' para tebuconazole. O método apresentou
valores de recuperagao entre 76,1 e 116,5% e valores de RSD inferiores a 19,8%.
Todos os parametros de validagdo encontram-se dentro dos limites sugeridos para a
validacdo de métodos cromatograficos. O método validado foi aplicado no estudo de
dissipagado dos pesticidas em agua de lavoura de arroz irrigado. Foram encontrados
bispiribaque-sddico e quincloraque até 28 e 91 dias apo6s a aplicagdo dos compostos,
respectivamente e de tebuconazole até 21 dias apo6s a aplicacdo do composto.

Palavras-chave: residuos de pesticidas; arroz; agua; SPE; HPLC-DAD
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ADVISOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Date and Place: March 4", 2009, Santa Maria

Rice is one of the most produced and consumed cereal in the world. It plays a strategic
role both economically and socially. Southern is responsible for about 60% of Brazilian
rice production, which is directly linked to the intensive use of pesticides. Considering it,
the study of the remaining of such compounds in crops to assess the risks of
environmental contamination is socio-economically very important. Based on that this
paper, an analytical approach has been developed and validated in order to determine
the residues of bispyribac-sodium, quinclorac, and tebuconazole in water from irrigated
rice crops, using Solid Phase Extraction (SPE) and High Performance Liquid
Chromatography with Diode Array Detection (HPLC-DAD). The approach consists of
preconcentration of water samples in SPE cartridges with 500 mg of C18, followed by
elution with methanol and pesticides determination through HPLC-DAD. In the validation
of the method, the analytical curve and linearity, limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), precision (repetitivity and intermediate precision), as well accuracy
(recovery) were assessed. The analytical curves displayed linearity between 0.03 and
10 mg L™ for quinclorac, 0,1 e 10 mg L™ for bispyribac-sodium and between 0,05 e 10
mg L for tebuconazole, with determination coefficients higher than 0.9999. LOQ values
for the approach, considering preconcentration phase of 250 times, were of 1.2 ug L
for bispyribac-sodium, 0.4 pg L™ for quinclorac, and 0.6 pg L for tebuconazole. The
method presented recovery values between 76.1 and 116.5% and RSD values smaller
than 19.8%. All the validation parameters are within the suggested limits for validation of
chromatographic methods. The validated method was applied in the study of pesticides
dissipation in water from irrigated rice crops. Bispyribac-sodium and quinclorac were
found up to 28 and 91 days after the compounds have been used, respectively and
tebuconazole to 21 days after the compound have been used.

Keywords: pesticide residues; rice, water; SPE; HPLC-DAD
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1 INTRODUCAO

O arroz é alimento basico para aproximadamente 2,4 bilhdes de pessoas. E um
dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo, caracterizando-se como o
principal alimento para mais da metade da populagdo mundial. E uma excelente fonte
de energia e é um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional devido a alta
concentracao de amido, fornecendo também proteinas, vitaminas e minerais.

Este cereal destaca-se pela producao e pela area de cultivo, desempenhando
papel estratégico tanto no aspecto econémico quanto social. Atualmente, a Regiao Sul
€ responsavel por 60% da producao brasileira, e esta producdo esta diretamente
associada ao uso de pesticidas a fim de evitar e combater pragas que geram perdas na
colheita dos gréos.

Os recursos hidricos sdo os mais afetados devido a agricultura exigir um
suprimento de agua, o que conduz o desenvolvimento dessa atividade préximo a rios e
lagos. O manejo da agua é de fundamental importancia para o sucesso na producao de
arroz irrigado, uma vez que existe uma interacdo irrigacdo/cultivo. A dgua é um dos
fatores mais importantes na produgao do arroz, pois influencia nas caracteristicas da
planta, nas condigdes nutricionais do solo, regula a temperatura e controla as plantas
daninhas, minimizando os problemas com doengas e insetos.

O Brasil é um pais privilegiado no que diz respeito a quantidade de agua. Tem a
maior reserva de agua doce da Terra, ou seja, 12% do total mundial. Mas uma grande
parte da 4gua no Brasil perdeu a caracteristica de recurso natural renovavel,
principalmente nas dareas densamente povoadas, em razdo de processos de
urbanizagao, industrializacdo e producao agricola, que sao incentivados, mas pouco
estruturados em termos de preservagdao ambiental e da agua.

Para prevenir problemas de contaminagdao da agua por pesticidas, os paises da
Comunidade Européia adotam como concentragdo maxima admissivel 0,1 pg L™ por
composto na &gua potavel sem, no entanto, ultrapassar 0,5 pg L™ ao considerar a soma
de todos os compostos, incluindo produtos de transformacao toxicos e para aguas de
superficie, o limite maximo permitido é da ordemde 1 a3 ug L.



A intensidade do uso de pesticidas, considerando os efeitos que causam ao
ambiente e a saude humana, requer o conhecimento de suas principais propriedades
fisicas e quimicas para estimar seu comportamento no meio ambiente, desde a
aplicacao até o destino final, assim como as interacées com o solo e o transporte,
quando dissolvidos em agua ou associados ao sedimento.

Por isso, o desenvolvimento de métodos que possam ser utilizados para o
monitoramento destes compostos no meio ambiente € de suma importancia. A
Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) ou a Cromatografia
Liquida (LC, do inglés Liquid Chromatography), sdo métodos de separagdo dos
constituintes de uma matriz, cuja aplicagcao permite a analise qualitativa e quantitativa
de uma amostra.

Considerando o carater imprescindivel da agua para a vida na terra, a
importancia do uso de pesticidas para atender a crescente demanda mundial de
alimentos e a consequente possibilidade destes compostos contaminarem o meio
ambiente e os homens, os objetivos deste trabalho foram: (i) desenvolver e validar um
método para a determinagcédo de bispiribaque-sodico, quincloraque e tebuconazole em
agua de lavoura de arroz irrigado utilizando SPE e HPLC-DAD e (ii) realizar um estudo
de acompanhamento da dissipacéo destes pesticidas em agua lavoura de arroz irrigado
de um experimento a campo, realizado na varzea experimental do Campus da UFSM,
na safra 2007-2008, para avaliar o comportamento destes compostos neste tipo de

amostra.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arroz
2.1.1 Origem e histéria do arroz

Diversos historiadores e cientistas apontam o sudeste da Asia como o local de
origem do arroz. As referéncias mais antigas do arroz sao encontradas na literatura
chinesa, referentes a cerca de 5.000 anos atras. No Japao, o arroz foi introduzido pelos
chineses cerca de 100 anos a.C. e na Europa comecou a ser cultivado nos séculos VII
e VIIl com a entrada dos arabes na Peninsula Ibérica (EMBRAPA, 2008).

O Brasil é apontado como o primeiro pais no continente americano a cultivar
esse cereal. O arroz era o “milho d’agua” (abati-uaupé) que os tupis colhiam nos
alagados préximos ao litoral muito antes da chegada dos portugueses. Em 1587,
lavouras arrozeiras ja ocupavam terras na Bahia e, por volta de 1745, no Maranhéo. A
pratica da orizicultura no Brasil, de forma organizada e racional, aconteceu em meados
do século XVIIl. Em 1766, a Coroa Portuguesa autorizou a instalagdo, na cidade do Rio
de Janeiro, da primeira descascadora de arroz no Brasil, e até a metade do século XIX,
o pais foi um grande exportador de arroz (EMBRAPA, 2008).

O arroz é uma das culturas agricolas mais fundamentais no mundo. Nos remotos
povos do sudoeste asiatico, os agricultores comparavam um gréao de arroz com uma
“‘grama de ouro”. No Japao, os individuos consideram o arroz como um auténtico
suporte da sua cultura (EMBRAPA, 2008).

2.1.2 Caracteristicas botanicas e morfologicas
O arroz (Oryza sativa L.), que pertence a familia Poaceae, é uma planta de

cultivo anual adaptada a ambiente aquatico. Esta adaptacédo é devida a presenca de
aerénqguima no colmo e nas raizes da planta, que possibilita a passagem de oxigénio do



ar para a camada da rizosfera. O cultivo da planta requer temperatura entre 24 e 30 °C
e radiacdo solar elevada, uma vez que a disponibilidade hidrica ndo € fator limitante
devido ao fato da cultura ser cultivada em condi¢cdes de solo inundado. A duragao do
ciclo estd compreendida numa faixa de 100 a 140 dias para a maioria das cultivares.

O arroz € uma excelente fonte de energia e € um dos alimentos com melhor
balanceamento nutricional devido a alta concentragdo de amido, fornecendo também
proteinas, vitaminas e minerais, e possui baixo teor de lipidios. Nos paises em
desenvolvimento, onde o arroz € um dos principais alimentos da dieta, ele é
responsavel por fornecer 20% da energia e 15% da proteina per capita necessaria ao
homem (EMBRAPA, 2008). No Brasil, o consumo per capita é de 108 g por dia,
fornecendo 14% dos carboidratos, 10% das proteinas e 0,8% dos lipidios da dieta
(KENNEDY et al., 2002).

Apenas uma pequena quantidade de arroz é consumida como ingrediente em
produtos processados, sendo seu maior consumo na forma de gréo. Diversos
componentes do arroz tém sido relacionados a diferentes efeitos no organismo.
Pesquisadores relatam efeitos benéficos a saude, como auxilio no controle da glicose
sanguinea, reducao dos lipidios séricos e da pressao arterial, entre outros, auxiliando
na prevengdo e no controle de doengas crbnicas, como diabetes e doencas
cardiovasculares (MARCHESAN, 2008).

2.1.3 Importéncia econémica do arroz

O arroz € um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populagdo mundial.

Este cereal destaca-se pela producao e pela area de cultivo, desempenhando
papel estratégico tanto no aspecto econémico quanto social. E considerado o cultivo
alimentar de maior importancia em muitos paises em desenvolvimento, principalmente
na Asia e Oceania, onde vivem 70% da populacéo total dos paises em desenvolvimento
e cerca de dois tercos da populacdo subnutrida mundial. E alimento basico para



aproximadamente 2,4 bilhdes de pessoas e, segundo estimativas, até 2050, havera
uma demanda para atender ao dobro desta populagdo (EMBRAPA, 2008).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization (FAO, 2005), os dez
maiores produtores mundiais sdo: China, india, Indonésia, Bangladesh, Vietna,
Tailandia, Myanmar, Filipinas, Brasil e Japao (Figura 1). Estes paises respondem a
mais de 86,2% da producao mundial deste cereal (WANDER, 2006).

Em 2006, a producdo anual de arroz foi de aproximadamente 606 milhdes de
toneladas. Nesse cenario, o Brasil participa com 13.140.900 toneladas (2,17% da
producdo mundial) e destaca-se como Unico pais nao-asiatico entre os dez maiores
produtores mundiais (FAO, 2006).

China
india
22%

Indonésia
9%
Outros Bangladesh
29% 6%
Vietna
5%

Figura 1. Producao mundial de arroz nos anos de 2005-2007 (FAO, 2008)

Aproximadamente 90% de todo o arroz do mundo é cultivado e consumido na
Asia. A América Latina ocupa o segundo lugar em produgdo e o terceiro em consumo.
Dentre os maiores consumidores de arroz no mundo, esta a China, a india e a

Indonésia, sendo que na China sdo colhidos 197 milhdes de toneladas por ano



(EMBRAPA, 2008). Além de ser um item basico na dieta da populacdo brasileira,
colombiana e peruana, o arroz também é um produto importante no comércio
internacional, sendo Uruguai, Argentina e Guiana, exportadores, e Brasil, México e
Cuba, entre outros, importadores de arroz (GOMES & MAGALHAES, 2004).

A cultura do arroz é extremamente versatil, se adapta a diferentes condigdes de
solo e clima e é considerada a espécie que apresenta maior potencial para o combate a
fome no mundo. Do total de arroz produzido no Brasil, aproximadamente 70% da
producado é de arroz irrigado. O cultivo do arroz irrigado presente em todas as regides
brasileiras, destaca-se na Regido Sul que é responsavel, atualmente, por 60% da
producdo total deste cereal (EMBRAPA, 2008).

As véarzeas subtropicais estdo presentes nos Estados do Rio Grande do Sul
(RS), Santa Catarina (SC) e Parana (PR), totalizando uma area de aproximadamente
6,5 milhdes de hectares de varzeas na Regido Sul do Brasil. Nestas varzeas,
anualmente, sao cultivados cerca de 1,1 milhdes de hectares de arroz irrigado, cuja
producdo atende mais de 50% da demanda nacional (EMBRAPA, 2008).

2.1.4 O arroz irrigado na Regiao Sul do Brasil

No RS, o arroz irrigado é cultivado nas seguintes regides: Fronteira Oeste,
Depressao Central, Campanha, Litoral Sul, Planicie Costeira Externa da Lagoa dos
Patos e Planicie Costeira Interna da Lagoa dos Patos. Todas estas regides apresentam
diferencas quanto a topografia, clima, solo, disponibilidade de agua para irrigacao,
tamanho da lavoura, determinando, assim, variacbes em termos de producdo e
produtividade média, com isso, o sistema de arroz irrigado no RS, produz anualmente
cerca de 5 milhdes de toneladas, sendo considerado estabilizador da safra nacional,
responsavel por cerca de 50% da producao brasileira (EMBRAPA, 2008).

Os investimentos em pesquisas e tecnologia no RS possibilitaram ampliar a area
cultivada de arroz, contribuindo para um crescimento significativo da safra gaucha no
cenario nacional. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB),
a area cultivada nos demais estados brasileiros recuou de pouco mais de 5,426 milhdes



de hectares na safra 1977-1978 para cerca de 1,815 milhdes de hectares na safra
2007-2008. Porém, no territorio gaucho, a area cresceu de 566 mil hectares para cerca
de 1,067 milhdes de hectares nos ultimos 30 anos, 0 que elevou a participagdo do
Estado na area nacional de 9,6% na safra 1977-1978 para 37% na safra 2006-2007
(IRGA, 2008).

Na safra 2007-2008, por exemplo, segundo levantamento do IRGA, o Estado
produziu 7,488 milhdes de toneladas de arroz, frente a uma producao total no pais de
12,107 milhdes de toneladas. Na comparacdao com a safra 2006-2007 do Estado, que
obteve 6,494 milhdes de toneladas, o crescimento chegou a mais de 15%. Comparando
a rentabilidade média obtida na safra 1993-1994, de 4,4 toneladas por hectare com a
atual que apresenta uma produtividade média de 7,022 toneladas por hectare, observa-
se um aumento significativo de quase 60%.

Um levantamento realizado pelo CONAB em setembro de 2008 faz uma
comparagao de area, produtividade e producao de arroz da safra 2006-2007 e 2007-
2008 em todas as regides brasileiras conforme Tabela 1.



Tabela 1 - Comparativo de area, produtividade e producao de arroz nas safras
2006-2007 e 2007-2008

Area Produtividade Producéo
. (mil ha) (kg ha™) (mil t)
Regiao

Safra Safra Safra Safra Safra Safra

06-07 07-08 06-07 07-08 06-07 07-08
Norte 495,9 434.,4 2.250 2.363 1.116,0 1.026,6
Nordeste 746,3 709,6 1.403 1.664 1.047,3 1.180,5
Centro-oeste 442.6 375,5 2.667 2.953 1.180,4 1.109,0

Sudeste 115,0 94,4 2.387 2.534 2745 239,2
Sul 1.167,6 1.266,9 6.593 6.751 7.697,7 8.552,7
Norte/nordeste 1.242,2 1.143,9 1.741 1.929 2.163,3 2.207,0
Centro-sul 1.7252 1.736,8 5.305 5.701 9.152,6  9.900,9
Brasil 2.967,4 2.880,7 3.813,4 4.203,1 11.3159 12.107,9

Fonte: CONAB - Levantamento: set/2008

Os dados demonstram a maior produtividade da regidao centro-sul, sendo
responsavel por mais de 80% da producao de arroz no Brasil.

O superavit acumulado, até outubro de 2008, das vendas externas comparado
com as importagdes, alcanga o recorde historico de 208 mil toneladas (importagdes de
apenas 371 mil toneladas) e em relagdo a balanga comercial, o resultado ainda € mais
impressionante, com as vendas totalizando US$ 251,4 milhdes (contra US$ 33,7
milhndes em 2007) e as importagbes US$ 155,9 milhdes, gerando um superavit
financeiro de US$ 95,6 milhdes, conforme Figura 2 (IRGA, 2008).



Exportagdes e importagdes de arroz (em mil US$)
Ano agricola (margo a outubro)
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Figura 2. Grafico das exportacoes e importacoes brasileiras de arroz (em mil US$)
referente aos anos de 2005 a 2008, adaptado de IRGA, 2008

Embora o Brasil ndo seja considerado um pais exportador, as exportacoes
brasileiras de arroz até dezembro de 2008 atingiram novo recorde de 650 mil toneladas,
um crescimento de 183% sobre o volume alcancado em 2007 e 93% da meta prevista
pelo setor arrozeiro. Este numero, no entanto, deve ser superado no fim do ano agricola
(IRGA, 2008).

O esforco da cadeia produtiva foi fundamental para o setor arrozeiro alcancar, e

possivelmente superar a meta prevista, consolidando o pais entre os dez maiores
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exportadores mundiais e, com isso, projetar novos mercados, escoar excedentes de
producdo, criar um novo parametro de preco para o mercado interno, aumentar a
capacidade de beneficiamento das industrias e manter a rentabilidade da producéo
(IRGA, 2008).

A valorizagdo dos precos no mercado internacional e a mudancga do perfil do
produto comercializado se refletiram no valor da tonelada exportada que passou de
US$ 182, em 2007, para US$ 434 em 2008, agregando valor em torno de 140% ao
produto exportado (IRGA, 2008).

2.2 Agua
2.2.1 O uso da agua

O planeta Terra possui aproximadamente 1,4 bilhdes de quildbmetros cubicos de
agua, mas 97,5% deste total correspondem as aguas dos oceanos, ou seja, agua
salgada, restando apenas 2,5% de agua doce. Estes 2,5% de agua doce estao
distribuidos nos lengdis freaticos e aquiferos, nas calotas polares, geleiras, neve
permanente e outros reservatérios. Em todo mundo, 10% da utilizagdo da agua é
destinada ao abastecimento publico, 23% para a industria e 67% para a agricultura
(ISA, 2008).

O Brasil é um pais privilegiado no que diz respeito a quantidade de agua. Tem a
maior reserva de agua doce da Terra, ou seja, 12% do total mundial e também abriga o
maior rio em extensao e volume do Planeta, o Amazonas.

Uma grande parte da agua no Brasil perdeu a caracteristica de recurso natural
renovavel, principalmente nas areas densamente povoadas, em razao de processos de
urbanizagao, industrializacdo e producao agricola, que sdo incentivados, mas pouco
estruturados em termos de preservacdo ambiental e da agua. Na zona rural, os
recursos hidricos também sao explorados de forma irregular, além disso, parte da
vegetacao protetora da bacia (mata ciliar) € destruida para a realizacdo de atividades

como, por exemplo, agricultura e pecuaria. Deve-se considerar também que os
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pesticidas e dejetos utilizados nessas atividades também acabam por poluir a agua
(ISA, 2008). Os mananciais poluidos, os rios secos, as grandes areas desertificadas,
as pessoas tendo que caminhar longas distancias para conseguir agua, ou adoecendo
por consumir agua contaminada ndo € uma previsao tragica de um futuro distante, mas
sim uma realidade proxima, e em alguns lugares, atual. A escassez de recursos
hidricos é evidenciada em vérias regides do planeta, e este problema tende a se
agravar nos proximos anos caso nada seja feito para reverté-lo. Atualmente, mais de
um bilhdo de pessoas nao tem acesso a agua limpa em quantidade suficiente, para
suprir as necessidades basicas diarias, como por exemplo, tomar banho ou preparar
alimentos (ISA, 2008).

De acordo com relatério da Organizacéo das Nagdes Unidas (ONU), ja em 2025,
uma propor¢ao de dois tercos da populagdo mundial (cerca de 5,5 bilhdes de pessoas)
deve enfrentar escassez de agua. Em 2050, esse numero aumentaria para 75% da
humanidade. Segundo o mesmo documento, cerca de um bilhdo de pessoas em todo o
mundo nao tém acesso a agua potavel, e mais de 2,5 bilhdes nao tém saneamento
basico adequado (ISA, 2008). Com a crescente redugdao na disponibilidade de agua
potavel para as atividades humanas, o monitoramento de pesticidas no solo e na agua
constitui um indicador importante para garantir que estes estejam sendo utilizados de

forma adequada e que ndo cologuem em risco as dguas naturais.

2.2.2 A necessidade de agua no cultivo de arroz irrigado

O manejo da agua € de fundamental importancia para o sucesso na producao de
arroz irrigado, uma vez que existe uma interagao irrigacao/cultivo. A agua é um dos
fatores mais importantes na produgédo do arroz, pois influencia nas caracteristicas da
planta, nas condicbes nutricionais do solo, regula a temperatura e controla as plantas
daninhas, minimizando os problemas com doencas e insetos (SOSBAI, 2003).

O cultivo de arroz irrigado necessita de agua durante todo o seu ciclo,
principalmente no periodo de estabelecimento do cultivo; no perfilhamento; e no
periodo entre o inicio da diferenciacao da panicula e enchimento de graos. Portanto, a
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falta de agua nestes periodos causa danos significativos a cultura, com reflexos na
produtividade (SOSBAI, 2005).

A irrigacdo da lavoura de arroz esta intimamente relacionada ao sistema de
cultivo adotado. Cada tipo de cultivo ird determinar o preparo do solo, a época de inicio
e fim da irrigagdo e o manejo e uso de 4gua pela lavoura de arroz (SOSBAI, 2005).

O cultivo do arroz irrigado, por submersao do solo, esta entre as culturas mais
exigentes em termos de recursos hidricos, com um uso de agua de 2.000 L de agua
para produzir 1 kg de graos com casca. A manutencao desta lamina de agua uniforme
sobre a superficie do solo traz uma série de beneficios para as plantas de arroz, sendo
uma estratégia de ordem técnica e econbmica para aumentar a produtividade
(EMBRAPA, 2008).

Vale salientar que a quantidade de agua necessaria para o cultivo de arroz
irrigado representa o somatério de agua necessario para atender as demandas
decorrentes da saturacdo do solo, formacao da lamina de agua, evapotranspiracao e
repor as perdas por infiltracao lateral e por percolacdo. Esta quantidade depende de
diversos fatores, tais como: condi¢des climaticas, manejo da cultura, caracteristicas
fisicas do solo, duragao do ciclo da cultivar, entre outros (SOSBAI, 2005; EMBRAPA,
2008).

No cultivo de arroz irrigado, a altura da lamina de agua varia entre 7,5 e 10,0 cm.
Quando se utiliza I1dminas de agua maiores que 10,0 cm, ha um aumento do consumo
de agua, redugdo do numero de perfilhos e as plantas se tornam mais altas,
aumentando as perdas de agua por percolacédo e infiltracdo lateral. Porém, na fase
reprodutiva das plantas de arroz, independente do sistema de cultivo, a altura da lamina
de agua pode ser elevada até 15 cm por um periodo de 15 a 20 dias, em regides onde
possam ocorrer temperaturas abaixo de 15 °C, apresentando a agua uma funcao
termoreguladora (EMBRAPA, 2008).

Um levantamento realizado pelo IRGA mostra que nas décadas de 70 e 80 o uso
de agua por hectare chegava a cerca de 15.000 m® e atualmente, com técnicas de
manejo integrado, o uso fica em torno de 12.000 m® de agua. Dados de pesquisas e de

lavouras experimentais mostram que é possivel produzir de 8 a 10 toneladas de arroz
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usando um volume de 8.000 a 9.000 m* de agua por hectare, dos quais de 40 a 50%
desse volume corresponde a agua da chuva (EMBRAPA, 2008).

Além do manejo da irrigacdo ser um fator primordial para aumentar a
produtividade da lavoura de arroz irrigado, a adequacéo da area para que a irrigacao
seja bem executada é um fator fundamental para um adequado controle das plantas
invasoras. Feito isso, 0 manejo dos herbicidas é facilitado. Existe, no mercado, uma
grande quantidade de herbicidas, que quando manejados corretamente séo eficientes.

Embora ainda nao se disponha de limites maximo de residuos para a maioria dos
pesticidas usados para a lavoura de arroz, recomenda-se evitar a retirada da agua da
lavoura com residuos de pesticidas e sélidos totais em suspensdo. O Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) define alguns paréametros sobre a qualidade da
agua de diversas classes, através da resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005
(SOSBAI, 2005).

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

2.3 Principais pragas do arroz irrigado
2.3.1 Controle de plantas daninhas

As plantas daninhas s&o invasoras que concorrem com 0O arroz sendo um dos
principais limitantes da produtividade das lavouras de arroz irrigado do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina.

A diversidade de espécies infestantes, aliada ao elevado indice de ocorréncia
das mesmas, dificulta o controle dos invasores, com consequéncias negativas de suma

importancia sobre a produtividade e qualidade da producéo.
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O sistema ideal de manejo das plantas daninhas é a integragéo da prevencao e
com os métodos de controle, associando medidas de controle que sejam eficientes
temporariamente, pela supressao da populagao ativa de plantas, com o uso de métodos
mecanicos (capinas) e quimicos (herbicidas). Ao mesmo tempo, sdo adotadas medidas
de longo prazo para se reduzir a populacdo passiva com a integracdo de métodos
cultural e bioldégico como, por exemplo, mudangas nas praticas agronémicas e de
manejo das areas de lavoura.

O controle quimico através do emprego de herbicidas tem sido o método mais
utilizado na lavoura de arroz, em fungédo da sua grande praticidade, eficiéncia e rapidez.
Por se tratar de um método que envolve o uso de produtos quimicos, € necessario que
se tenha conhecimentos técnicos sobre a acdo dos herbicidas, principalmente para
alcancar a maxima eficiéncia bioldgica e causar o minimo impacto ambiental.

O uso de pesticidas tem a possibilidade de aplicacao a grandes areas em pouco
tempo, tornando uma tecnologia apropriada para grandes lavouras, mas também é
necessario o cuidado na aplicacao, de modo que nao resulte em controle inadequado
de ervas daninhas e em danos a cultura e ao meio ambiente (SOSBAI, 2005).

No Anexo A estdo relacionados os herbicidas recomendados para a cultura do

arroz irrigado no Brasil.

2.3.2 Controle das doencas no arroz irrigado

As recomendacOes técnicas para o controle de pragas na cultura do arroz
irrigado, visam o emprego de medidas integradas capazes de reduzir os danos a
cultura, sem prejudicar a produtividade.

Na regido Sul do Brasil, a cultura do arroz irrigado € atacada por varias doencas,
as quais podem prejudicar a produtividade e a qualidade dos graos colhidos. Entre
estas doencas destaca-se, como principal, a brusone, cujos danos podem comprometer
até 100% da producado de algumas lavouras nos anos de ataques epidémicos. Nas
demais doencas, os efeitos sdo menores, podendo até passarem despercebidos ao
produtor.
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A ocorréncia e o nivel de prejuizo destas doencas variam em funcado das
condicdes ecoldgicas, meteoroldgicas, prevaléncia de racas dos patdgenos,
suscetibilidade das cultivares e manejo das praticas culturais. Por isso, o uso de
medidas de controle integrado € sempre mais eficiente do que a ado¢ao de um método
isolado de controle como, por exemplo, apenas a aplicagao de pesticidas.

O método mais pratico e econdmico para controlar a incidéncia de patégenos
nas plantas, consiste na semeadura de cultivares mais resistentes ou tolerantes.
Entretanto, na pratica, a resisténcia em niveis elevados, geralmente ndo ocorre numa
Unica cultivar para todas as doengas, ou ndao é duravel por varios anos. Por isso,
sempre é necessario escolher as cultivares de arroz mais tolerantes as principais
doencgas ocorrentes na Regido e somar, aos efeitos desta resisténcia, outras medidas
preventivas de controle integrado como, por exemplo, o controle quimico. Desta forma,
os danos serdo economicamente menores e o nivel de controle obtido mais eficiente e
duradouro.

O tratamento do arroz com fungicidas podera ser um método complementar
eficiente no controle de doencas, principalmente naquelas lavouras com histérico de
danos freqlentes. Entretanto, esse controle ser4d mais eficiente e econdmico, sempre
que for precedido pela melhoria no manejo da cultura. A aplicacdo dos fungicidas
durante o estagio de floragdo possibilita a manutencdo dos niveis de produtividade e
melhora o rendimento de graos inteiros, sendo que nas lavouras de producédo de
sementes, diminui a disseminagdo dos patégenos através das mesmas e assegura
melhorias na germinagdo e no vigor das plantulas (SOSBAI, 2005). O Anexo B
relaciona os fungicidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA) para uso em arroz irrigado no Brasil.
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2.4 Pesticidas

2.4.1 Pesticidas permitidos para o uso em arroz irrigado

O uso de pesticidas € um dos recursos mais utilizados pelos agricultores para
elevar a produtividade agricola (VEIGA et al., 2006).

Os pesticidas sdo moléculas sintetizadas para afetar determinadas reacoes
bioquimicas de insetos, microrganismos, animais e plantas que se quer controlar ou
eliminar, mas determinados processos bioquimicos sdo comuns a todos 0s seres vivos,
e assim, o efeito pode entéo atingir ndo sé o organismo que se espera controlar, como
também outros seres que possam afetar a produtividade (SPADOTTO et al., 2004).

Originalmente, os pesticidas eram estaticos, possuiam baixa solubilidade e
tinham um forte poder de adesao as particulas do solo. Com a evolugéao tecnoldgica,
estes compostos passaram a ser mais sollUveis em agua, possuir baixa capacidade de
adesdo e ser mais volateis. Essas inovacbes tecnoldgicas, que eram baseadas na
manipulacdo de compostos quimicos, criaram pesticidas cada vez mais téxicos,
persistentes e eficazes para combater as pragas da agricultura. Conseglientemente,
estas alteracbes tecnolégicas nas caracteristicas quimicas destes compostos
aumentaram e prolongaram ainda mais o potencial nocivo dos pesticidas de causar
danos a saude humana e ao meio ambiente (VEIGA et al., 2006).

No Brasil, a demanda por pesticidas vem se acentuando a cada ano,
destacando-se como um dos maiores consumidores mundiais de pesticidas
(COUTINHO et al., 2005). O Rio Grande do Sul, em 2006, foi responsavel por 10,4% do
consumo nacional de pesticidas (SINDAG, 2007), devido a intensa atividade agricola,
com destaque para o cultivo de arroz irrigado (IRGA, 2007).

2.4.2 Historico dos pesticidas

A utilizacdo de pesticidas € quase tdao antiga como a agricultura. As antigas

civilizagoes grega, romana e chinesa ja conheciam, ha trés mil anos atras, a capacidade
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do p6 de enxofre controlar insetos e do sal de matar ervas daninhas. Por volta do
século XV, elementos quimicos toxicos como o arsénio e o mercurio comegaram a ser
utilizados no combate as pragas em lavouras. Ja no século XVII, produtos de origem
natural como a nicotina (extraida das folhas de tabaco), também foram utilizados como
arma contra insetos (JONATAN, 1989; ANVISA, 2006).

Os pesticidas organoclorados foram sintetizados ainda no século XIX, mas suas
propriedades inseticidas s6 foram conhecidas em meados do século XX. Eles foram
empregados pela primeira vez durante a Segunda Guerra Mundial para controlar uma
epidemia de tifo (OPAS, 1982). Ja os pesticidas organofosforados foram primeiramente
sintetizados na Alemanha na década de 30 para serem utilizados como arma quimica.
Apo6s a Segunda Guerra Mundial, sobretudo a partir dos anos 50, eles passaram a ser
utilizados no combate de pragas nas lavouras (LEVIGARD, 2001; PIMENTEL et al.,
2006). Entretanto, os pesticidas mais amplamente utilizados nesta época eram os
compostos organoclorados, destacando-se dentre estes o diclorodifenil-tricloroetano,
conhecido como DDT. Este composto, sintetizado pela primeira vez em 1874 pelo
quimico alemao Zeidler, s6é teve suas propriedades inseticidas conhecidas em 1939.
Apesar de ter salvado milhdes de italianos da febre tiféide e de ser responsavel pela
erradicacdo da maléria na Europa e América do Norte, o DDT é proibido em pelo menos
86 paises, inclusive no Brasil, tendo em vista os efeitos prejudiciais detectados apos a
introducao do seu uso (ANVISA, 2006).

2.4.3 Definicao

Os termos pesticidas, praguicidas, biocidas, defensivos agricolas, agrotéxicos e
agroquimicos expressam as varias denominagbes dadas a um mesmo grupo de
substancias quimicas destinadas ao controle de pragas (animais e vegetais) e de
doencas de plantas. O termo agrotoxico somente foi adotado apds a sangao da Lei
Federal n°7.802, de 11 de julho de 1989, atualmente regulamentada pelo Decreto n°
4.074, de 04 de janeiro de 2002. Esta lei define os agrotéxicos e os termos afins como
“produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso



18

nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar
a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”.

A denominagédo agrotdxico torna claro o carater danoso destas substancias
capazes de destruir a vida animal e vegetal, caracteristicas que ficam totalmente
mascaradas em uma denominacdo de carater positivo como a de “defensivos
agricolas”. Segundo PERES et al. (2004), o termo agrotoxico € mais ético, honesto e
esclarecedor, tanto para agricultores como para consumidores.

Neste estudo, adotou-se a denominacdo “pesticida” seguindo a tendéncia
internacional empregada em publicagées da area. Segundo o Codex Alimentarius, 0s
pesticidas incluem os inseticidas, fungicidas, herbicidas, desinfetantes ou toda e
qualquer outra substancia que tenha como objetivo prevenir, destruir, atrair, repelir ou
controlar qualquer praga, incluindo espécies indesejaveis de plantas, insetos ou
animais, durante as etapas de producdo, armazenamento, transporte, distribuicdo e
processamento do alimento ou ragdo animal e que seja fornecido aos animais para

controle de ectoparasitas (FAO, 2005).

2.4.4 Caracterizacao e propriedades fisico-quimicas dos pesticidas

A intensidade do uso de pesticidas, considerando os efeitos que causam ao
ambiente e a saude humana, requer o conhecimento de suas principais propriedades
fisicas e quimicas para estimar seu comportamento no meio ambiente, desde a
aplicagao até o destino final, assim como as interagdes com o0 solo e o transporte,
quando dissolvidos em agua ou associados ao sedimento (SILVA & FAY, 2004;
BARCELO & HENNION, 2003; CARVALHO, 2000).

A estrutura molecular de cada pesticida e as propriedades fisico-quimicas

determinam, pelo menos parcialmente, o grau com que este ira interagir no ambiente, A
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presenca de grupos funcionais contendo oxigénio, nitrogénio e enxofre tendem a tornar
0s compostos organicos mais reativos, tanto quimica quanto biologicamente, mais
soluveis em agua e menos volateis quando comparados aos hidrocarbonetos com o
mesmo numero de carbonos. A presenca de halogénios também torna o composto
menos soluvel em agua, mais volatil e normalmente menos reativo tornando-os mais
estavel ambientalmente (SILVA & FAY, 2004).

As principais propriedades fisico-quimicas sdo: solubilidade em agua, coeficiente
de adsorcao normalizado pelo carbono orgéanico (K.c), constante de dissociacao acida
do composto (pka), pressdo de vapor (PV), constante da lei de Henry (Ky), coeficiente
de particao octanol-agua (Kow), tempo de meia vida (t12) no solo e na agua (CABRERA
et al., 2008)

A solubilidade em agua € uma propriedade importante para oS processos
ambientais, pois atua no comportamento, transporte e destino desses compostos,
indicando a tendéncia do pesticida em ser carreado superficialmente no solo atingindo
aguas superficiais. No entanto, este ndo é o Unico parametro para prever a percolacao,
devendo o mesmo ser analisado em conjunto com outras propriedades (SILVA & FAY,
2004).

Os valores da constante de dissociacdo &cida (pKa) tém efeito sobre a
solubilidade do pesticida e, através do pKa do pesticida e do pH do solo, é possivel
prever a forma predominante (ionizavel ou molecular) de um pesticida acido e a mesma
relacdo pode ser obtida usando pKb para pesticidas alcalinos (BARCELO & HENNION,
2003).

Com o coeficiente de adsorcao (Koc) € possivel prever a tendéncia do pesticida a
ficar adsorvido na matéria organica do solo. O valor de K, mede a tendéncia que um
composto quimico tem de sofrer particao entre a fase sélida e a solucdo do solo no
sistema solo-agua. Moléculas altamente soluveis tendem a apresentar valores de Ko
relativamente baixos (menores que 150 cm® g'), podendo ser mais rapidamente
biodegradados no solo e na agua (BARCELO & HENNION, 2003).

A Constante da Lei de Henry (Ky), também chamada de coeficiente de particao
ambiental ar-agua, juntamente com a pressao de vapor (PV) mostra a tendéncia do

pesticida a volatilizar ou permanecer na fase aquosa. Para algumas moléculas,
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dependendo do valor da pressao de vapor e/ou valor da solubilidade em agua, o Ky
dificilmente pode ser medido (SILVA & FAY, 2004).

O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) relaciona as propriedades
hidrofilicas e lipofilicas, demonstrando a tendéncia a bioconcentragdo destes
compostos, sendo um fator importante na avaliacdo de riscos, pois em conjunto com os
dados de degradacéao, o potencial de acumulagédo pode ser usado na identificagdo dos
pesticidas que podem ser transportados via cadeia alimentar (BARCELO & HENNION,
2003).

O tempo de meia vida (t12) € o tempo no qual determinado principio ativo atinge
50% de sua concentracao original e é um critério usado para determinar os efeitos
ambientais relacionados a volatilizagdo, potencial de lixiviagdo e caracteristicas de
degradacdo de varios compostos quimicos. E Util para a comparagéo da persisténcia
relativa de diferentes pesticidas no ambiente e é importante para o entendimento do
potencial de impacto no solo e na agua (CABRERA et al., 2008; PEIXOTO, 2007).

Além da variedade de processos envolvidos na determinacdo do destino
ambiental de pesticidas, diferencas nas estruturas e propriedades das substancias
quimicas, e nas caracteristicas e condicoes ambientais, podem afetar esses processos.
Condi¢coes meteoroldgicas, composicao das populacées de microrganismos do solo,
propriedades fisicas e composi¢gdo quimica do solo, presenca ou auséncia de plantas,
localizagado da area na topografia e praticas de manejo do solo podem também afetar o
destino de pesticidas no ambiente. Além disso, a taxa e a quantidade de agua que se
move na superficie e no perfil do solo tém um grande impacto no movimento dos
pesticidas (SPADOTTO et al., 2004).

2.4.5 Classificacao dos pesticidas

A produgao agricola, principalmente em escala comercial, sempre esteve

associada ao uso de pesticidas com a finalidade de evitar e combater pragas que
geram perdas na colheita. Os principais produtos usados comercialmente sao
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compostos organicos sintéticos com alta atividade bioldgica, que em geral sao toxicos,
podendo ser cancerigenos e causadores de mutagdes (SILVA & FAY, 2004).

Os pesticidas podem ser classificados sob diversos aspectos, como por exemplo:
quanto ao tipo ou espécie de organismo que se pretende eliminar ou controlar, quanto a
estrutura quimica das substancias ativas e quanto a toxicidade que estes oferecem a

salde humana.

e Classificacao quanto ao organismo que eliminam ou controlam

Segundo BARBOSA (2004), os pesticidas podem ser classificados quanto ao
organismo que eliminam ou controlam:
Acaricidas: controle de acaros.
Bactericidas: controle de bactérias.
Fungicidas: controle de fungos.
Herbicidas: controle de ervas daninhas.
Inseticidas: controle de insetos.
Nematicidas: controle de nematdides.
Rodenticidas: controle de roedores.

Vermifugos: controle de vermes.

e Classificacao quanto a estrutura quimica das substéancias ativas

Quimicamente, os pesticidas sao classificados como compostos inorganicos e
organicos.

Inorganicos: Embora o efeito inseticida do arsénico e do enxofre fosse
conhecido pelos povos gregos, romanos e chineses, o uso dos inseticidas inorganicos
data de 1867, quando um produto chamado verde-Paris foi preparado comercialmente
e utilizado contra um grande numero de pragas. Apds o surgimento de compostos
organicos com a mesma finalidade, sua utilizagdo reduziu-se drasticamente e hoje nao

totalizam 10% dos produtos em uso.
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Organicos: Os pesticidas organicos estao divididos em naturais e sintéticos. A
utilizacdo de compostos orgénicos naturais pelo homem é remota. Os compostos de
origem vegetal constituem a maioria deste grupo, mas pode-se citar também os
compostos de origem animal e os derivados do petroleo.

O desenvolvimento dos compostos organicos sintéticos possibilitou a geracao de
uma grande diversidade de produtos organicos, classificados como organoclorados,
organofosforados, clorofosforados, carbamatos, piretroides (SANCHES, 2003; ANVISA,
2005).

Organoclorados: Constituem o grupo pioneiro dos pesticidas sintéticos. De

acordo com a estrutura molecular, correspondem a hidrocarbonetos clorados, ainda
que, além do cloro, alguns deles possuam oxigénio. Sdo derivados do clorobenzeno,

Y

ciclohexano ou ciclodieno. Devido a alta estabilidade de grande parte dos
organoclorados a agao da luz solar e temperatura ambiente, ndo sao degradados
facilmente, o que leva a contaminacdo do meio ambiente, causando um desequilibrio
bioldgico.

Organofosforados: Foram os primeiros compostos a substituirem os

representantes do grupo dos organoclorados, aos quais 0s insetos ja apresentavam
resisténcia. Quanto a sua estrutura molecular, sdo ésteres, amidas ou derivados tiol dos
acidos de fésforo como, por exemplo, o acido fosférico, acido tiofosforico e acido
ditiofosférico, contendo vérias combinagbdes de carbono, hidrogénio, oxigénio, fosforo,
enxofre e nitrogénio. Os organofosforados possuem varios grupos segundo sua
estrutura, estando entre os mais numerosos os fosfatos, fosforotioatos e
fosforoditioatos. Sado compostos biodegradaveis e, portanto apresentam curta
persisténcia no solo. A hidrélise sob condigdes de alcalinidade é o principal meio de
degradacao no ambiente. Muitos inseticidas organofosforados sado instaveis em pH
menor que 2, sendo a maioria mais estavel na faixa de pH do ambiente, entre 3 e 6.
Carbamatos: Os primeiros carbamatos foram colocados no mercado por volta de
1950 e apresentam um pequeno espectro de atividade inseticida. Sao pesticidas
organicos derivados do acido carbamico. Geralmente sao compostos instaveis e varios
fatores influenciam a degradacdo, como por exemplo, umidade, temperatura,
luminosidade e volatilidade. Os carbamatos sdo metabolizados por microrganismos,
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plantas e animais ou degradados na agua e no solo, especialmente em meio alcalino. A
decomposi¢do ocorre com formagdo de amoénia, amina, diéxido de carbono, fenol e
alcoois.

Piretréides: Foram introduzidos no mercado em 1976 e ainda que sejam mais
caros em relagdo a outros pesticidas, os piretréides tém sido bastante empregados na
area da saude e da agricultura. Os piretrdides sintéticos tém boa estabilidade sob a luz
e a temperatura ambiente. Degradam-se por hidrolise e oxida¢ao, sendo caracterizados
também pela rapida degradacao por microrganismos do ambiente.

e Classificacao quanto a toxicidade

As principais exposi¢cdes aos pesticidas ocorrem nos setores agropecudrios,
saude publica, empresas desintetizadoras, producédo, comercializacao e transporte. O
uso descontrolado, o medo da perda da produtividade da safra, a ndo utilizagdo de
equipamentos de protecdo, a falta de informagcédo sobre os riscos dos pesticidas sao
alguns dos responsaveis pela intoxicacao dos trabalhadores rurais (CIT, 2007). Além da
exposi¢cao ocupacional, a contaminagdo alimentar e ambiental coloca em riscos de
intoxicacdo outros grupos populacionais. Merecem destaques as familias dos
agricultores, a populacao vizinha a uma unidade produtiva e a populagdo em geral, que
se alimenta do que é produzido no campo. Conforme a legislagdo, os pesticidas estao
agrupados em quatro classes toxicolégicas, conforme o perigo que eles podem
apresentar para os seres humanos. Segundo a legislacdo brasileira, o produto
comercial deve apresentar no rétulo, a cor correspondente a classe de sua toxicidade

para alertar o perigo deste produto, conforme demonstrado na Figura 3 (BRASIL, 2002).
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Classe | Rétulo Vermelho — Extremamente toxico *DL 0= 0-50 mg kg
Classe Il Rétulo Amarelo — Altamente toxico *DLsp = 50-500 mg kg™
Classe Ill Rotulo Azul — Medianamente toxico *DLso = 500-5000 mg kg ™
Classe IV Rétulo Verde — Pouco toxico *DLsp > 5000 mg kg

*DLsp quantidade de uma determinada substancia que é necessaria ingerir ou administrar para provocar

a morte a pelo menos 50% da populagédo em estudo

Figura 3. Classificacao toxicologica das formulacoes de pesticidas (CIT, 2007)

Esta classificacdo garante a interpretagao direta do grau de perigo dos pesticidas
a saude humana, facilitando ao agricultor, e principalmente ao individuo, identificar a
dimensao do risco na utilizagdo destes produtos. E importante ressaltar que dentre as
substancias da Classe | encontram-se aquelas comprovadamente carcinogénicas e
mutagénicas (LEVIGARD, 2001).

O risco potencial que os pesticidas oferecem aos consumidores e ao meio
ambiente, devido a uma exposicao crbnica diaria, determinou a exigéncia de Limites
Maximos de Residuos (LMR). O LMR é a quantidade maxima de pesticida legalmente
aceita no alimento, em decorréncia da aplicacdo adequada numa fase especifica,
desde sua producdo até o consumo, e é expressa em mg kg de alimento (ANVISA,
2006).

Os LMR’s sao estabelecidos para diferentes combinacdes de cultura e pesticida.
Em funcado disto, varios paises possuem programas de monitoramento dos niveis de
residuos de pesticidas, a fim de garantir a seguranca alimentar e ambiental (STEPAN et
al., 2005).

2.4.6 Efeitos e risco ambiental dos pesticidas

A utilizacdo de compostos organicos como, por exemplo, os pesticidas, teve
grande importancia tanto no aumento da produtividade agricola quanto no controle das
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doencas. Porém, da mesma forma que algumas caracteristicas quimicas, como a
persisténcia, eram acrescidas a fungdo biocida dos pesticidas, resultando num fator
positivo para a agricultura, pois um mesmo composto eliminaria mais pragas por um
periodo maior de tempo, também representavam maiores riscos a saude humana e ao
meio ambiente (VEIGA et al., 2006).

Os efeitos ambientais de um pesticida dependem intrinsecamente da sua
ecotoxicidade a organismos terrestres e aquaticos e, em um sentido mais amplo,
também da sua toxicidade ao ser humano. Além disso, dependem diretamente das
concentracoes atingidas nos diferentes compartimentos ambientais (solo, agua, planta
e atmosfera) que, por sua vez, dependem do modo e das condi¢cdes de aplicagdo, da
quantidade ou dose usada e do comportamento e destino do pesticida no meio
ambiente (SPADOTTO et al., 2004).

Os pesticidas podem ser agentes mutagénicos, teratogénicos, carcinogénicos, e
afetar a reproducdo de mamiferos. O descuido com os pesticidas pode ser fatal e
causar agravos a saude, tais como: irritagdes na pele e nos olhos, problemas
respiratorios, cancer em varios 6rgaos e disturbios sexuais, como a impoténcia e a
esterilidade (ANVISA, 2008).

No Brasil, ainda ndo existem dados confidveis que retratem a realidade das
intoxicagcées e mortes por pesticidas. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima
que ocorram cerca de trés milhdes de intoxicagbes agudas por pesticidas anualmente
no mundo, provocando um total aproximado de 220 mil mortes (VEIGA et al., 2006).

2.4.7 Efeitos ambientais dos pesticidas

Dependendo de suas caracteristicas, os pesticidas podem permanecer em
diferentes compartimentos ambientais, tais como: atmosfera, solo, agua superficial e
subterrénea. Os recursos hidricos sdo os mais afetados devido a agricultura exigir um
suprimento de agua, o que conduz o desenvolvimento dessa atividade préximo a rios e
lagos (CARVALHO et al., 2000; LOURENCETTI et al., 2005).
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Apo6s a aplicacdo de um pesticida, varios processos fisicos, quimicos, fisico-
quimicos e biologicos determinam seu comportamento no ambiente. A Figura 4 ilustra

0s processos envolvidos no comportamento e no destino ambiental dos pesticidas.
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Figura 4. Representacao esquematica dos processos envolvidos no
comportamento e no destino ambiental dos pesticidas (VEIGA et al., 2006)

O destino dos pesticidas no ambiente € governado por processos de retencao
(sorcao, absorcéao), de transformacao (degradacao quimica e bioldgica) e de transporte
(deriva, volatilizagdo, lixiviagcdo e carreamento superficial), e por interacées desses
processos (SPADOTTO et al., 2004).

Quando aplicados diretamente no solo, os pesticidas podem ser degradados por
vias quimicas, fotélise ou acao de microorganismos. Entretanto, as moléculas com alta
persisténcia (baixa taxa de degradacado) podem permanecer no ambiente sem sofrer
qualquer alteracdo. Essas moléculas podem ser adsorvidas nas particulas do solo,
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dessorvidas a partir dessas mesmas particulas, sofrer lixiviagao (lavagem do solo pela
agua da chuva) e atingir os lengdis subterraneos ou, ainda, serem levadas para aguas
superficiais. Nos ambientes aquaticos, os pesticidas podem sofrer adsorgao (ligar-se ao
sedimento por interacbes quimicas e fisicas) ou dessor¢cdo das particulas de
sedimentos. No ar, as moléculas na forma de gas ou de vapor podem ser transportadas
por muitos quildbmetros, atingindo areas muito distantes da regido de aplicacao
(SANCHES, 2003).

Considerando os processos de transporte entre compartimentos ambientais, com
0S quais os pesticidas estao relacionados depois de aplicados em é&reas agricolas, a
lixiviacdo e o carreamento superficial merecem destaque. O escoamento superficial
favorece a contaminagdo das aguas superficiais, com o0s pesticidas sendo levados
adsorvidos as particulas do solo erodido ou em solugdo na agua. A lixiviagdo dos
pesticidas através do solo tende a resultar em contaminagao das aguas subterraneas e
neste caso, as substancias quimicas sado carreadas juntamente com a agua que
alimenta os lengdis freaticos, subterraneos e superficiais (SPADOTTO et al., 2004).

A necessidade da avaliagdo do risco de contaminagdo deve-se ao consideravel
suprimento de agua que a agricultura e a pecuaria exigem, o que conduz ao
desenvolvimento dessas atividades préximo a rios e lagos (CARVALHO et al., 2000).

A permanéncia dos pesticidas no solo agricola € inversamente dependente da
taxa de ocorréncia dos processos de transporte. Além disso, o transporte para a
atmosfera por volatilizagdo e a perda para areas vizinhas por deriva podem ser
processos importantes para alguns pesticidas em certas condi¢cdes (SPADOTTO et al.,
2004).

Alguns pesticidas dissipam-se rapidamente no solo e esse processo é
denominado mineralizagao, pois resulta da transformacdo do produto em composto
mais simples, como H>O, CO, e NH;. Embora parte desse processo seja ocasionado
por reagcdes quimicas, como a hidrélise e a fotélise, o catabolismo microbiolégico e o
metabolismo sdo, geralmente, os principais meios de mineralizacdo. Os microrganismos
do solo utilizam o pesticida como fonte de carbono e outros nutrientes. Algumas

moléculas sdo moderadamente persistentes e seus residuos podem permanecer no
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solo durante um ano inteiro, outras podem persistir por mais tempo (SPADOTTO et al.,
2004).

Alguns organismos possuem grande capacidade de bioacumular substancias
quimicas, caracterizando o processo de bioacumulagdo ou bioconcentracdo. Esse
fendbmeno, no entanto, depende de dois fatores basicos: (a) da presenga de um
mecanismo de absor¢ao ou “sorvedouro” representado principalmente pelos lipidios do
organismo e (b) das propriedades fisico-quimicas do pesticida que podem favorecer ou
nao sua entrada no organismo. Se o processo de bioacumulagao atingir niveis elevados
em uma cadeia tréfica, passa a caracterizar entdo a biomagnificagao (VALARINI et al.,
2003).

No ambiente aquatico, além da hidrélise e da fotdlise, os pesticidas podem
também sofrer a degradacgao biolégica e, ainda, a bioacumulacao e a biomagnificagao,
diferenciando apenas 0s microrganismos nesse ambiente em relacdo aqueles
presentes no solo (SPADOTTO et al., 2004).

Um entendimento dos processos do comportamento e destino de pesticidas no
ambiente é essencial para direcionar planos de monitoramento dos riscos ambientais. A
variedade de pesticidas usados representa muitas classes de substancias quimicas
organicas e os tipos de interacdes desses compostos com diferentes componentes do
ambiente sao enormes (SPADOTTO et al., 2004).

Até o final da década de 70, os sistemas hidricos subterrdneos eram
considerados imunes a contaminagao por pesticidas, pois se acreditava que estes
compostos se degradariam em particulas inofensivas ou ficariam retidos no ambiente
natural antes de contamina-los. Entretanto, ja foi comprovado através de diversos
estudos que a presenca de pesticidas nos sistemas hidricos seria mais comum do que
se imaginava, principalmente nos sistemas hidricos proximos de regides agricolas
intensivas na utilizacao de pesticidas (VEIGA et al., 2006).

Assim, o0 uso de pesticidas e seus possiveis efeitos a saude humana e ambiental
tornaram-se uma grande preocupacao a comunidade cientifica, principalmente quando
o0 recurso hidrico potencialmente contaminado seria utilizado para consumo humano.

Algumas das possiveis solugdes visando reduzir essa possibilidade de
contaminacao dos sistemas hidricos seriam: protecao das fontes de agua subterraneas



29

e superficiais; gestdo e manuseio dos pesticidas em areas de producao rural; regulacao
estatal; educacdo ambiental; e adocao de praticas que minimizem os danos ao meio
ambiente e a saude humana.

Além disso, o desenvolvimento de pesticidas deveria ser acompanhado pela
evolugdo do conhecimento dos mecanismos de atuacado desses pesticidas no meio
ambiente e na saude humana e deveriam ser estimuladas praticas mais sustentaveis de
gestado do uso e do descarte dos pesticidas, o que contribuiria, inclusive, para mitigar
possiveis efeitos negativos da presenca desses pesticidas no meio ambiente e no corpo
humano (VEIGA et al., 2006).

2.4.8 Pesticidas selecionados para este estudo

Os pesticidas selecionados para este estudo foram escolhidos devido ao seu
grande emprego no cultivo do arroz irrigado da regiao central do Rio Grande do Sul. Os
compostos selecionados e recomendados para uso em arroz irrigado estao listados na
Tabela 2.

Tabela 2. Pesticidas selecionados para este estudo (AGROFIT, 2008; ANVISA,
2008)

Pesticida IDA (mg kg™ pc) LMR (mg kg™) IS (dias)
Bispiribaque-sddico 0,01 0,01 118
Quincloraque 0,38 0,05 90
Tebuconazole 0,03 0,1 35

pc = peso corporal; IDA = Ingestao diaria aceitavel; LMR = Limite maximo de residuos; IS = intervalo de

seguranga para a cultura do arroz

A seguir, serdo definidas algumas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
selecionados.
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2.4.8.1 Bispiribaque-sédico

CH30, CO.Na OCHj
N N
/ Yo o A
N N=
CH3O OCHj

Figura 5. Férmula estrutural do bispiribaque-sédico

Classe: herbicida

Grupo quimico: acido pirimidiniloxibenzéico

Nome quimico (IUPAC): 2,6-bis (4,6-dimetoxipirimidin-2-loxi) benzoato de sédio
Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 125401-92-5
Férmula molecular: C1gH17N4NaOg

Massa molar: 452,4 g mol

pKa: 3,05

Kow log P =-1,03 (23 °C)

Solubilidade em &gua: 73,3 g L™ (25 °C)

Classe toxicolégica: Il (medianamente toxico)

DLsy oral - ratos machos: 4111 mg kg™

Intervalo de seguranca para a cultura do arroz: 118 dias

Nome comercial: Nominee®

O herbicida bispiribaque-sédico € registrado no Brasil para a cultura do arroz
irrigado. E indicado para o controle em pés-emergéncia de gramineas, ciperaceas e
algumas dicotiledoneas. E seletivo, de absorcéo foliar, de translocagéo sistémica e atua
por inibir a enzima acetolactato sintetase, chave no processo de biossintese dos
aminoacidos valina, leucina e isoleucina (RODRIGUES & ALMEIDA, 1998).



2.4.8.2 Quincloraque
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Figura 6. Formula estrutural do quincloraque

Classe: herbicida

Grupo quimico: quinolinas

Nome quimico (IUPAC): acido 3,7-dicloroquinolina-8-carboxilico
Numero no CAS: 84087-01-4

Férmula molecular: C1gHsCIoNO»

Massa molar: 242,1 g mol

pKa: 4,34 (20 °C)

Kow log P: -1,15 (pH = 7,0)

Solubilidade em &gua: 0,065 mg kg (pH = 7, 20 °C)
Classe toxicolégica: classe Il (medianamente toxico)
DLsy oral - ratos: 2680 mg kg

Intervalo de seguranga para a cultura do arroz: 90 dias

Nome comercial: Facet®

31

O quincloraque é compativel com outros herbicidas usados na cultura do arroz,

como propanil, tiobencarbe e bentazona. E registrado, no Brasil, para a cultura do arroz

e para o controle de plantas daninhas em pds-emergéncia.
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2.4.8.3 Tebuconazole

Figura 7. Férmula estrutural do tebuconazole

Classe: fungicida

Grupo quimico: triazol

Nome quimico (IUPAC): (RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ilmetil)pentan-3-ol

Numero no CAS: 107534-96-3

Férmula molecular: C;5H,,CIN;O

Massa molar: 307,8 g mol L

pKa: nenhum

Kow log P: 3,7 (20 °C)

Solubilidade em &gua: 36 mg L™ (pH 5-9, 20 °C)
Classe toxicolégica: Il (medianamente toxico)

DLso oral - ratos machos: 4000 mg kg™

Intervalo de seguranga para a cultura do arroz: 35 dias

Nomes comerciais: Folicur®

O tebuconazole € um fungicida sistémico do grupo dos triazbis que tem acao
preventiva e curativa e é rapidamente absorvido pelas partes vegetativas da planta. De
aplicagéo foliar, o fungicida é utilizado no Brasil para as culturas de arroz, café, cevada,
soja, citrus, trigo, entre outros.
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2.5 Preparo de amostra empregando SPE para a determinacao de residuos de
pesticidas em agua

A maioria das analises que envolvem amostras ambientais, como por exemplo,
agua e solo, requer etapas de preparo de amostra, antes da medida da concentragcéo
do analito de interesse em um instrumento. Isto acontece porque as matrizes
geralmente sdo complexas e o analito esta presente na amostra em concentragoes
muito baixas. Dentre as varias etapas envolvidas no preparo de amostras complexas,
pode-se destacar a extracdo dos analitos da matriz, o clean up (eliminacdo de
impurezas) e a concentracao dos analitos de interesse (MAJORS, 2001; LANCAS,
2004).

As técnicas de extracdo e/ou pré-concentracdo permitem que a analise dos
componentes de interesse se torne possivel. O objetivo principal é a obtencdo de uma
subfracdo da amostra original enriquecida com os analitos de interesse, de forma que
se obtenha uma separacao cromatografica livre de interferentes, com deteccao
adequada e um tempo razoavel de analise (QUEIROZ, 2001; LANCAS, 2004).

Até pouco tempo, a técnica analitica mais utilizada no preparo de amostras
complexas era a extragdo liquido-liquido, que é um procedimento trabalhoso, requer
grandes quantidades de solventes organicos, apresenta grande custo e € de dificil
automacgao, além de apresentar pequena repetibilidade/reprodutibilidade em fungao das
varias etapas envolvidas no processo. Em meados da década de 1970, com o objetivo
de eliminar esses problemas, foi introduzida uma técnica muito eficiente para a
concentracao dos analitos em amostras aquosas, a qual foi denominada Extracdo em
Fase Sdlida (SPE). Atualmente, a Extracdo em Fase Sélida é uma das ferramentas
mais poderosas e mais empregadas para a extracao e/ou pré-concentragao de analitos
presentes em matrizes complexas (QUEIROZ, 2001; LANCAS, 2004).
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2.5.1 Extracao em Fase Soélida (SPE)

A SPE é uma técnica de separacao liquido-sélido baseada nos mecanismos de
separagao da cromatografia liquida classica e em sua forma mais simples e conhecida,
emprega cartuchos preenchidos com sorventes, que tem seus sitios ativados pela
passagem de solventes adequados, tornando-os disponiveis para interagirem com a
amostra, e desta forma os analitos de interesse séo retidos e posteriormente eluidos
utilizando-se um pequeno volume de solvente, de forma a coletar o analito em
concentracao ja apropriada para a anélise (LANCAS, 2004; SANTQOS, 2007).

Este procedimento apresenta varias vantagens, tais como: menor tempo
comparado com a extracdo liquido-liquido; utilizagdo de um menor volume de solventes
toxicos; ndo ha formacao de emulsodes e existe uma grande possibilidade de automacao
(CAPELO, 2007).

Normalmente, a SPE é realizada em cartuchos de polipropileno, contendo cerca
de 50 a 500 mg de material sorvente, com tamanho de particula de 40 a 60 um, fixado
no tubo através de dois discos de polietileno, conforme mostrado na Figura 8
(QUEIROZ, 2001; LANGCAS, 2004).

Polipropileno 4 =1 Reservatorio
(e Disco de polietileno
Adsorvente
(- Disco de polietileno

Figura 8. Modelo ilustrativo de um cartucho SPE
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Os principais modos de operacdao na SPE sdo a concentracdo dos analitos,
também chamado de enriquecimento, o isolamento dos analitos ou clean up, o
isolamento da matriz e ainda a estocagem da amostra.

A passagem de um grande volume de amostra através do cartucho SPE tem
como objetivo reter preferencialmente os analitos. Em seguida, € realizada a eluigéo
destes analitos com uma pequena quantidade de solvente de modo que os analitos
coletados estejam bem mais concentrados que na amostra original. O clean up tem
como objetivo isolar o analito de interesse dos interferentes da matriz. Normalmente é
utilizado em matrizes complexas, como por exemplo, alimentos, para separar o analito
dos outros componentes presentes no extrato. O isolamento da matriz ndo deixa de ser
um clean up, mas neste caso o objetivo é reter na fase sélida os interferentes da matriz,
em vez de o analito de interesse. A estocagem da amostra é empregada para a analise
de amostras que se encontram em local distante do laboratério analitico. Neste caso é
evitado o transporte de grandes quantidades de amostras, quando varias forem
analisadas, além de tornar possivel a analise de compostos labeis e/ou volateis
(LANCAS, 2004).

2.5.2 Etapas envolvidas na SPE

Basicamente, a SPE estd dividida em 4 etapas principais, podendo sofrer
pequenas adaptacées ou modificacbes dependendo do interesse do experimento
(LANGCAS, 2004).

- 12 etapa: Condicionamento do cartucho

Nesta etapa ocorre a ativagdo do material existente dentro do cartucho para
deixar os sitios ativos disponiveis, e ocorre também o condicionamento do adsorvente
com um solvente adequado a fim de ajustar as forcas do solvente de eluicdo com o
solvente da amostra. A escolha do solvente de condicionamento dependera
principalmente do material a ser ativado dentro do cartucho.
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- 2° etapa: Adicao da amostra
A introdugdo da amostra no cartucho é realizada por meio de vacuo, de maneira
lenta e com vazao inferior a 5 mL min™'. A transferéncia da amostra para o cartucho

deve ser quantitativa, a fim de permitir resultados reprodutiveis.

- 3° etapa: Remocao dos interferentes
Esta etapa consiste na limpeza do cartucho para retirar os interferentes menos
retidos no adsorvente do que os analitos de interesse. O solvente ideal para esta etapa

€ 0 proprio solvente da amostra, caso ele ndo remova também o analito de interesse.

- 42 etapa: Eluicao do analito

Os analitos de interesse sao eluidos com uma pequena quantidade de solvente,
de forma que a solucao coletada ja se encontre em concentragdo apropriada para a
andlise. O solvente de eluigdo deve eluir os analitos de interesse, mas nao permitir a

eluicdo de interferentes que nao tenham sido eliminados na etapa anterior.
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e Contaminantes o Compostos de interesse

Figura 9. Etapas envolvidas na SPE (1: condicionamento do cartucho; 2: adicao
da amostra; 3: remocao dos interferentes; 4: eluicao do analito)
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A crescente popularidade da SPE esta ligada ao uso de uma variedade de
adsorventes solidos, como por exemplo: os que contém grupos octilsilano (C8),
octadecilsilano (C18), resinas poliméricas, amino ou ciano ligados ao suporte de silica
ou ao carbono grafitizado ou alumina (BARCELO, 1991).

O adsorvente mais popular utilizado na SPE, para a extragdo de pesticidas em
amostras de agua, € o C18 ligado ao suporte de silica. O principal mecanismo de
retencédo é a particdo, devido as interagdes apolares entre as ligagdes C-H do grupo
C18 e C-H do analito (JUNKER-BUCHHEIT & WITZENBACHER, 1996). Estas fases
sdo muito resistentes a pressao e tém boa reprodutibilidade na retengdo. Sua principal
desvantagem € a sua pobre estabilidade em meios muito acidos ou basicos, o que
limita seu uso nas condicdes de pH entre 2 e 8 (BARCELO & HENNION, 1997).

Copolimeros de estireno-divinilbenzeno tém sido utilizados em métodos
screening para a determinacdo de uma ampla variedade de poluentes prioritarios
(LISKA, 2000). A extragao utilizando resinas poliméricas ocorre devido a adsorgao dos
analitos por meio de forcas de Van der Waals, que permitem uma facil dessor¢cédo dos
analitos.

Os adsorventes para SPE mais recentemente utilizados sdo os materiais
poliméricos mistos, tais como os cartuchos Oasis® e Strata-X®. Os cartuchos Oasis
HLB, por exemplo, sdo adsorventes de fase reversa possuindo balango hidrofilico-
lipofilico, proporcionado pela presenca de dois mondmeros, divinilbbenzeno que é
lipofilico e N-vinilpirrolidona que € hidrofilico. Possui maior retengdo para analitos
polares, maior resisténcia a valores extremos de pH e uma capacidade de retencao
relativa 3 vezes maior que os adsorventes tradicionais a base de silica, como por
exemplo o C18, (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2002; HUG et al., 2003; WATERS,
2006). J4 os cartuchos Strata-X® sdo polimeros de estireno-divinilbenzeno com a
superficie modificada. As propriedades deste polimero permitem varios mecanismos de
retengdo, incluindo interagdes hidrofébicas, ligagbes hidrogénio e ligagdes pi-pi (1T-11),
proporcionando boa seletividade para compostos com caracteristicas acidas, neutras e
basicas.
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2.6 Métodos cromatograficos de determinacao dos pesticidas

A utilizacdo dos pesticidas em escala mundial possibilita sua detecgdo em varios
compartimentos ambientais. Como consequéncia, muitos destes pesticidas podem ser
encontrados em baixas concentracbes necessitando de métodos analiticos com alta
sensibilidade e confiabilidade, capazes de serem aplicados nas mais diversas matrizes.
Com isso, os baixos niveis de residuos permitidos, impostos pelas agéncias
regulamentadoras, requerem o desenvolvimento de métodos analiticos que apresentem
exatiddo e precisdo elevadas para as determinagdées quantitativas de pesticidas
(BALINOVA, 1996; KUSTER et al., 2006). As andlises de residuos de pesticidas em
amostras biologicas e ambientais, desde meados de 1950, basearam-se,
primeiramente, na determinacao por meio da Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) e a partir do inicio dos anos 70, comegou a ser publicado o uso da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) para a determinacdo destes compostos nos diferentes tipos de
amostras.

Entre os métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a facilidade com que efetua separacao, identificacdo e quantificagéo
das espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais
de andlise, como a espectrofotometria ou a espectrometria de massas (COLLINS,
2006).

Publicagdes mostram que ha uma tendéncia em se utilizar, na determinagédo de
residuos de pesticidas em aguas, técnicas sofisticadas como Cromatografia Gasosa e
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS e LC-MS)
(PLANAS et al., 2006; RICHARDSON, 2006; BECEIRO-GONZALEZ et al., 2007;
BARCELO & PETROVIC, 2007; ALDA, 2009), no entanto, os fatores mais importantes
na escolha da técnica para a analise de pesticidas sdo o comportamento do analito no
sistema cromatografico, a necessidade de derivatizacdo do analito e o trabalho
necessario para isso, a disponibilidade da técnica no laboratério e o propoésito geral da
analise (LISKA & SLOBODNIK, 1996).
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JEANNOT et al. (2000) aplicaram a técnica de Cromatografia Liquida com
Detector de Arranjo de Diodos (HPLC-DAD), Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometria de Massas (LC-MS) e Espectrometria de Massas tandem (LC-MS/MS)
para o monitoramento de pesticidas em aguas de superficie coletadas em regides da
Franga e em um rio no Canada. Foram monitorados 48 pesticidas divididos em 8
classes diferentes com alguns de seus produtos de degradacao. Diferentes técnicas de
extracdo foram empregadas, incluindo Extracdo Liquido-Liquido e SPE. Obteve-se uma
boa correlagdo entre as técnicas de HPLC-DAD e LC-MS para as 60 amostras. A
inclinacao das curvas expressou a relagao entre os resultados obtidos com HPLC-DAD
versus aqueles obtidos por LC-MS perto de 1, com um coeficiente de correlacao r maior
que 0,93. No entanto, a identificagdo dos compostos foi melhor usando a técnica de LC-
MS que HPLC-DAD, devido a riqueza de informacdes fornecidas pelo espectro de
massas. A técnica de LC-MS/MS com detector ion trap, testada contra o LC-MS em 10
amostras de agua de superficie apresentou resultados que correlacionaram bem com
os resultados do LC-MS, mas gerando espectros de massas com mais informacoes
sobre a estrutura de substancias desconhecidas.

ALDA et al. (2009) apresentaram uma revisdo com questdes regulamentares e
andlises de pesticidas polares em aguas naturais e aguas tratadas utilizando LC-MS.
Apresentaram uma visdo geral dos métodos recentemente publicados na literatura com
as principais condigbes experimentais descritas para a determinacao de pesticidas em
amostras reais usando LC-MS. Dentre estas amostras reais, destaca-se a analise de
aguas subterraneas e de superficie, embora também tenha sido investigada agua
potavel, aguas pluviais, aguas residuais, de drenagem e aguas do mar.

MARIN et al. (2006) desenvolveram dois métodos on-line utilizando SPE-LC-ESI-
MS/MS (do inglés, Solid Phase Extraction-Liquid Chromatography-ElectroSpray
lonization-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry) para a determinacdo rapida e
confirmacdo de 18 pesticidas polares e 9 produtos de transformacdo em 147 amostras
de agua (61 de superficie e 86 de profundidade). A maioria dos compostos analisados
foi detectada pelo menos uma vez e alguns deles, foram detectados em mais de 60%
das amostras. Os autores concluem que, por isso, € interessante o estudo dos produtos
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de transformacdo/degradacdo dos pesticidas e a consequente inclusdo destes
compostos em programas de monitoramento.

SILVA et al. (2005) avaliaram o impacto de pesticidas utilizados no cultivo de
arroz, no ambiente aquatico em uma regido da Argentina, através de modelos
integrados e de trabalho de campo e de laboratério. O modelo usado avalia a
distribuicdo dos pesticidas entre os varios compartimentos ambientais (ar, agua, solo,
sedimentos, sélidos em suspensao e peixes). Segundo os autores, a producao de arroz
pode afetar as comunidades aquaticas e, indiretamente, a populacao local, uma vez
que as aguas contendo os pesticidas sdo descartadas através dos canais de drenagem
ou diretamente nos corpos d’agua.

HERNANDEZ et al. (2001) desenvolveram um método multirresiduo, sensivel e
especifico para determinar 29 pesticidas em amostras de solo e agua de superficie. O
método foi baseado no uso da SPE on-line com LC-MS/MS. O método apresentou bons
resultados para todos os compostos, sendo que a maioria poderia ser quantificada em
concentragdes abaixo de 25 ng L. A eficiéncia e a aplicabilidade deste método foram
avaliadas pela analise de varias amostras incluidas em um programa de monitoramento
dos residuos de pesticidas.

CARABIAS-MARTINEZ et al. (2002) desenvolveram um método, utilizando SPE
e HPLC-DAD, para a determinagéo simultdnea de 3 herbicidas amplamente utilizados e
7 de seus mais comuns produtos de degradagdo em aguas de rios e pogos. As
recuperacdes variaram de 69 a 109% e os limites de detecgdo de 0,01 a 0,1 pg L. Nas
amostras analisadas foi detectada a presenca de 3 dos compostos analisados.

AYANO et al. (2004) estudaram a determinacao de 5 sulfoniluréias e 3 uréias em
amostras de agua pura, agua potavel e dgua de rio. Para a extragdo utilizaram SPE
com 3 tipos de cartuchos: polimero de poliestireno (PS), C18 e polimero de N-vinil-
pirrolidona (Oasis®) e o sistema de deteccdo utilizado foi LC-ESI-MS. De maneira geral,
as melhores recuperacdes foram obtidas com cartuchos Oasis® como, por exemplo,
para pirazossulfuron, que ficaram entre 86,4 e 112,9% nos 3 tipos de aguas analisadas
e os valores de LOQ variaram de 0,6 a65,9 ng L.

CARABIAS-MARTINEZ et al. (2004) estudaram dois métodos, empregando
HPLC-DAD ou LC-MS para a deteccao simultanea de fenil e sulfoniluréias em amostras
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de agua natural. A extracdo foi realizada por SPE testando diferentes adsorventes:
poliméricos (Oasis® HLB ou Lichrolut® EM) ou C18. Dentre os cartuchos testados, foi
escolhido o Oasis® como melhor adsorvente. As recuperacées ficaram entre 70 e 95%.
Os métodos foram aplicados para a analise de amostras de agua de rio e os limites de
detecgao obtidos ficaram abaixo de 50 ng L™ para ambos os métodos.

VEIGA et al. (2005) desenvolveram um método analitico para determinar 32
pesticidas aplicados em areas agricolas do sul da Espanha, utilizando SPE e LC-MS
com ionizacéo electrospray (ESI). Os LOD variaram entre 10 e 50 ng L' e os LOQ entre
25 a 50 ng L. As recuperacgdes variaram entre 60 e 110%.

TRAN et al. (2007) descreveram a aplicacdo de diferentes técnicas de extracao
para a pré-concentragdo de 10 herbicidas polares acidos e ndo-acidos em amostras de
agua de rio. A eficiéncia da extracdo foi verificada através da comparacao entre
Extracao Liquido-Liquido com diclorometano e SPE. Os herbicidas foram detectados
por HPLC-UV e a extracao destes pesticidas das amostras de agua de rio foi realizada
utilizando SPE, ja que esta técnica apresentou melhores resultados de recuperacgao.

2.6.1 Determinacao analitica dos compostos em estudo

OCHIAI et al. (2006) desenvolveram um método para andlise multirresiduo de
pesticidas em amostras aquosas usando extragdo com duas barras de agitacao,
dessorcdo térmica e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
Foram determinados 82 pesticidas de diferentes classes (organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretrdides, entre outros) destacando, dentre eles, o
fungicida tebuconazole. O método apresentou boa linearidade com valores de r2 > 0,99
e alta sensibilidade com limites de deteccdo menores que 10 ng L™ para a maioria dos
pesticidas estudados. O método foi aplicado na determinagao de pesticidas em niveis
de ng L' em 4guas de rio.

KURZ (2007) desenvolveu e validou um método para a determinacdo de
residuos dos herbicidas imazetapir, bispiribaque-sddico e pirazossulfurom etilico e do
inseticida fipronil incluindo seus metabdlitos em aguas. Os herbicidas foram
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determinados por HPLC-DAD e o fipronil e seus metabdlitos foram determinados por
GC-ECD. Os LOQs para 0 método foram de 0,5 pg L para os herbicidas, de 0,0125 pg
L™ para fipronil e de 0,005 pg L' para seus metabdlitos. As recuperacdes ficaram entre
90,8 e 114,2%, com RSD menores que 13,4% para os herbicidas e recuperacdes entre
81,3 e 112,3%, com RSD menores que 14,2% para fipronil e seus metabdlitos. Este
método foi aplicado em um estudo de monitoramento da dissipacdo de pesticidas em
amostras de agua de lavoura de arroz irrigado.

GONCALVES (2007) realizou um estudo de métodos cromatograficos
empregando Extracdo em Fase Sélida e HPLC-DAD e LC-MS/MS para a determinacao
de residuos dos herbicidas imazetapir, imazapique e clomazona em agua e solo do
cultivo de arroz irrigado. O método foi aplicado no acompanhamento da dissipagao
destes herbicidas em lavoura de arroz irrigado para avaliar o seu comportamento neste
tipo de amostra. Os LODs para os herbicidas determinados por HPLC-DAD em
amostras de agua foram de 0,12 pg L™ para imazetapir e imazapique e 0,25 ug L' para
o clomazona. As recuperagdes ficaram entre 80,9 e 106,7% para as amostras de agua,
com RSD menores que 9,0%. O método foi aplicado em estudos de dissipacdo na
lavoura de arroz irrigado e foram encontrados residuos de imazetapir até 28 dias e do
imazapique até 21 dias apds a aplicagdo e o clomazona até 42 dias apds a aplicacao
dos produtos em amostras de agua.

PRIMEL et al. (2009) validaram um método para a determinacao dos pesticidas
carbofurano, clomazona, 2,4-D e tebuconazole em &guas subterraneas. O método
utilizou extragdo por SPE com cartuchos C18 e quantificagdo por HPLC-DAD,
apresentando recuperacdes médias de 87,9 e 96,9% para a repetibilidade e a precisao
intermediaria, respectivamente, com RSD de 0,8 a 20,7% para todos os compostos. O
método foi aplicado na determinacao de residuos de pesticidas em aguas subterraneas
com um LOQde 0,2 ug L.

ZHOU et al. (2007) desenvolveu e otimizou um método para determinagédo de
metalaxil, dietofencarbe, miclobutanil, prometim e tebuconazole utilizando SPE com
cartuchos contendo nanotubos de carbono como adsvorvente e determinacao dos
pesticidas por HPLC-UV. Os LODs para os compostos ficaram na faixa de 2,99 a 6,94
ng L. A faixa linear de trabalho foi de 0,2 a 80 pg L™, exceto para prometim que foi na
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faixa de 0,05 a 20 pg L. O método apresentou excelente precisdo, com valores na
faixa de 1,43 a 5,86%. O método foi aplicado em analises de dguas ambientais e os
resultados apontam que este poderia ser utilizado como uma alternativa para andlises
de rotina.

CABRERA et al. (2008) realizaram um estudo na Regidao Sul do Estado do RS,
onde foram aplicados critérios para avaliar a possibilidade de contaminagdo dos
recursos hidricos, utilizando as propriedades fisico-quimicas dos compostos. A
avaliacao do potencial de contaminagao foi realizada utilizando o critério de Screening
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA), a medida do indice
de vulnerabilidade de aguas subterraneas (GUS) e a aplicacdo do método de GOSS.
Tais analises possibilitaram indicar quais os compostos apresentam risco de contaminar
os recursos hidricos contribuindo, assim, na elaboracdo de um planejamento de
monitoramento de pesticidas em agua na regido, minimizando custo e tempo para seu
desenvolvimento.

PEIXOTO (2007) realizou um estudo da estabilidade a campo dos pesticidas
carbofurano e quincloraque em agua de lavoura de arroz irrigado empregando SPE e
HPLC-DAD. Todos os valores obtidos nos ensaios de fortificagcdo apresentaram valores
entre 82 e 112%, com valores de RSD menores que 14,5%. O LOQ para o carbofurano
foi de 2,0 pg L' e para o quincloraque foi de 0,6 pg L. No estudo a campo, o
carbofurano dissipa-se facilmente e, a partir do 5° dia apdés a aplicacdo nao se
encontrou mais residuos deste composto na lamina de agua. Ja o herbicida
quincloraque permanece um tempo maior retido na dgua, sendo que foram encontrados
residuos deste composto até 42 dias apos a aplicacao.

PRIMEL (2003) desenvolveu e validou um método analitico para a determinacao
dos herbicidas quincloraque, clomazona, bentazona, 2,4-D e propanil em aguas de
superficie empregando SPE e HPLC-UV. As recuperagdes variaram de 85,7 a 109,8%
com RSD de 1,8 a 13,4%. O método foi aplicado para as andlises de agua de irrigacao
de lavoura de arroz, que contém residuos de pesticidas, na Regiao Central Estado do
RS. Os LOD e LOQ permitiram analisar amostras de agua com concentracoes de até
0,5 pug L de quincloraque e bentazona e de até 0,1 ug L' de 2,4-D, clomazona e
propanil.
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RODRIGUES et al. (2007) desenvolveram e validaram um método analitico
baseado na combinacdo de SPE e LC-MS para a determinacdo de 14 pesticidas,
incluindo o fungicida tebuconazole, em amostras de agua. O método apresentou
excelentes faixas de linearidade para todos os pesticidas, com coeficiente de correlagéo
maiores que 0,998. Os LOD ficaram entre 0,21 e 2,8 ug L. O método foi aplicado na
andlise de agua potavel, agua subterranea e agua de superficie.

SAKAMOTO & TSUTSUMI (2004) demonstraram a aplicabilidade da
microextragdo em fase sélida com headspace (HS-SPME) para a determinagdo de
multiclasses de residuos de pesticidas em amostras de agua, avaliando os efeitos da
temperatura na extracdo dos pesticidas. Foi obtida uma resposta linear para 40 dos 45
compostos estudados na faixa de concentragdo de 5,0 pug L' com coeficiente de
correlacao entre 0,979 e 0,999. Os resultados de recuperacdo e RSD obtidos com a
técnica proposta foram comparados aos valores obtidos utilizando a técnica de SPE
pela analise de amostras de agua pura e agua de superficie, todas fortificadas com os
pesticidas estudados. Os resultados apresentaram uma boa concordancia com os
valores obtidos por SPE.

2.7 Validacao de métodos cromatograficos

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis e
interpretaveis com relacdo a uma amostra, este deve ser submetido a uma avaliagao
analitica denominada validacao. A necessidade de se mostrar a qualidade de medicoes
quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo
cada vez mais reconhecida e exigida. Dados analiticos nao confiaveis podem conduzir
a decisoes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis (RIBANI et al., 2004).

A validacao de um método analitico que emprega técnicas cromatograficas pode
ser considerada como o somatério de diferentes etapas a serem incluidas no processo
analitico. Geralmente, a validagdo do método envolve a execucao e a interpretacao de
uma série de experimentos planejados a fim de avaliar as caracteristicas do método.

Desta forma, todas as variaveis de um método devem ser consideradas, tais como:
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procedimento de amostragem, preparo da amostra, separagdo cromatografica,
deteccao e avaliacao dos dados (LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007).

Os parametros geralmente investigados no processo de validagdo sdo: curva
analitica e linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria) e exatidao (LANCAS, 2004; RIBANI et al.,
2004; SANCO, 2007).

2.7.1 Seletividade

A seletividade de um método analitico corresponde a capacidade de um método
em determinar o analito de maneira inequivoca na presenca de outras substancias
susceptiveis de interferirem na determinacao analitica, tais como impurezas, produtos
de degradacao e componentes da matriz (LANCAS, 2004; ANVISA, 2003, Resolugcao n?
899).

O primeiro passo no desenvolvimento e validagao de um método instrumental de
separacao € a seletividade. Esta deve ser reavaliada continuamente durante a
validacao e no uso do método (RIBANI et al., 2004).

A seletividade garante que a resposta seja exclusivamente do composto de
interesse. Se a seletividade néo for assegurada, a linearidade, a exatidao e a precisao

estardo comprometidas.

2.7.2 Curva analitica e linearidade

A curva analitica é o método de quantificacdo mais frequentemente utilizado e
consiste na determinacao da resposta de determinado instrumento frente a diferentes
concentracdes das substancias em estudo (PRIMEL, 2003). A curva analitica pode ser
construida preparando-se solugdes analiticas padrées dos pesticidas em solvente e no
extrato da matriz. A curva analitica construida a partir das solucdes padrao preparadas
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em solvente relaciona a resposta do instrumento com a concentragdo do analito, sem
considerar as interferéncias da matriz em estudo.

Na maioria das técnicas cromatograficas, a relagdo matematica entre o sinal e a
concentracao da espécie deve ser determinada empiricamente, a partir do sinal medido
para as diferentes massas ou concentracdes conhecidas dessa espécie (AUGUSTO et
al., 2003). E observada uma relagdo linear (de primeira ordem) entre a resposta do
detector (y) e a concentragao (x) do composto em estudo (INMETRO, 2003). A equagao
da reta que relaciona as duas variaveis pode ser descrita pela regressao linear

conforme a Equagéo 1.

y=ax+b Equacéo 1

Onde:

y = resposta medida (area do pico);

X = concentragcao do analito;

a = inclinagéo da curva analitica, coeficiente angular;

b = interseccdo com o eixo y, coeficiente linear.

A linearidade € a habilidade de um método analitico em produzir respostas que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito nas amostras. Além dos
coeficientes de regressdo a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlagdo, denominado r. Este parametro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo o coeficiente de
correlacdo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a
incerteza dos coeficientes de regresséo estimados. Um coeficiente de correlagao maior
que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressao. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo igual ou superior a 0,99
e 0 INMETRO um valor acima de 0,90 (RIBANI et al., 2004).
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2.7.3 Sensibilidade

A sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta em
funcdo da concentracdo do analito. Pode ser expressa pela inclinacdo da curva de
calibragdo, e € determinada simultaneamente aos testes de linearidade. No caso de
uma reta, quanto maior for o angulo de inclinagdo da reta, mais sensivel sera o método.
A sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de detecgédo utilizada
(INMETRO, 2007).

2.7.4 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

Quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito ou de
uma propriedade, como por exemplo, andlise de tragos, é importante saber qual o
menor valor de concentracdo do analito ou da propriedade pode ser determinado pelo
método (INMETRO, 2007).

O Limite de Deteccdao (LOD, do inglés Limit of Detection) € a menor
concentracao do analito presente em uma amostra que pode ser detectada, porém nao
necessariamente, quantificada, sob as condi¢des experimentais estabelecidas (RIBANI,
2004). Na prética, o LOD ¢é determinado pela menor concentracdo do analito que gera
um sinal trés vezes maior que o sinal do ruido.

O Limite de Quantificacao (LOQ, do inglés Limit of Quantification) representa a
menor concentragcdo de uma substancia que pode ser medida com confiabilidade,
utilizando um determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004). O LOQ
também pode ser definido em relacao ao ruido, sendo dez vezes maior que o sinal do
ruido.
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2.7.5 Exatidao

A exatidao é definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio
e o valor de referéncia aceito como valor verdadeiro (INMETRO, 2007).

A exatidao é sempre considerada dentro de uma faixa de valores, a um dado
nivel de confianga, ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo. O
namero de ensaios varia segundo a legislagdo ou diretriz adotada e também com as
caracteristicas da pesquisa. A ANVISA, por exemplo, através da Portaria n® 724 de
maio de 2003, recomenda no minimo nove determinagdes contemplando o limite de
deteccao do método, ou seja, ensaios em ftriplicata para trés niveis de concentracao.

A exatidao pode ser calculada pela Equagéo 2:

Exatidéo (%) = Y2lor real -valor obtido _ Equacéo 2
valor real

2.7.5.1 Recuperacao

Segundo LANCAS (2004), a recuperagao é a medida da eficiéncia do processo
de isolamento do analito de interesse da matriz na qual se encontra presente. E o
método mais utilizado para a validacao de métodos cromatograficos.

As amostras “branco” sao fortificadas (ou seja, adicionadas com o analito) em
diferentes concentragdes, seguida pela determinacdo da concentracdo do analito
adicionado. E importante considerar como a eficiéncia do método varia em funcédo das
concentragcdées da substancia. Na maioria dos casos, a dispersdao dos resultados
aumenta com a diminuicdo da concentragdo e a recuperagcao pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentragdes. Por esse motivo, a recuperac¢ao deve
ser avaliada na faixa de concentragao esperada para o composto de interesse. Isto é
realizado através da adicdo de uma substancia em pelo menos trés diferentes
concentracoes. O GARP (Grupos de Analistas de Residuos de Pesticidas) recomenda a



49

fortificacdo da amostra branco nos niveis de adigéo de 1, 2 e 10 vezes o valor do limite
de quantificagcdo (RIBANI, 2004; GARP, 1999).

A recuperacao (R) é calculada segundo a Equagéo 3:

concentracao obtida

R (%) =
(%) concentragéo real

x100 Equacéo 3

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para a analise de residuos geralmente
sao entre 70 e 120%, com precisao de até 20%. Porém, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até 15%
(GARP, 1999).

2.7.6 Precisao

A precisao é um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos em uma mesma amostra, em amostras semelhantes ou em
solugdes padrées em solvente, nas mesmas condi¢cdes definidas no método de ensaio.
E normalmente determinada para circunstancias especificas de medicdo e as formas
mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade, da precisao intermediaria e
da reprodutibilidade, sendo que a precisdo avalia a proximidade entre varias medidas
efetuadas em uma mesma amostra (INMETRO, 2007; PEIXOTO, 2007).

2.7.6.1 Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um
mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medicao, ou seja, mesmo
procedimento de medicdo, mesmo analista, mesmo equipamento utilizado sob as
mesmas condi¢des de andlise, mesmo local e repeticbes do ensaio em curto espaco de
tempo.
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Através da Portaria n® 724 de maio de 2003, a ANVISA sugere que a
repetitividade seja verificada através de um minimo de nove determinagdes
considerando o limite especificado do método (ex: trés niveis de fortificacdo, nas
concentracdes baixa, média e alta, e trés repeticdes de cada um dos niveis), ou a partir
de um minimo de seis determinagbes a uma concentragdo similar ao valor esperado
(RIBANI et al., 2004).

2.7.6.2 Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria refere-se a concordancia dos resultados de testes
obtidos sobre a mesma amostra ou solugdes padrdo, utilizando o mesmo método, o
mesmo laboratério, mas definindo exatamente quais as condi¢gdes podem variar, como
por exemplo: diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes dias de analise.
Esta medida de precisdo é reconhecida como a mais representativa da variabilidade
dos resultados em um laboratério e, como tal, mais aconselhavel para utilizar
(INMETRO, 2007).

2.7.6.3 Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medidas de uma mesma
amostra, efetuadas sob condicdes variadas de analise. Geralmente é obtida através de
estudo de colaboracao entre laboratérios (INMETRO, 2007; RIBANI et al., 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na utilizagcdo do método de Extracao
em Fase Sdélida (SPE) para o preparo das amostras de agua de lavoura de arroz
irrigado e quantificacdo por HPLC-DAD e foi realizado no Laboratorio de Andlises de
Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Santa Maria.

O estudo da dissipacao dos compostos foi desenvolvido em um experimento a
campo, realizado pelo Grupo de Pesquisa em arroz irrigado e uso alternativo de
varzeas da UFSM, na varzea experimental do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria, onde foram aplicados os pesticidas indicados
para a cultura de arroz irrigado, seguindo as Boas Praticas Agricolas (RODRIGUES &
ALMEIDA, 1998).

3.1 Instrumentacao

A instrumentacao utilizada no desenvolvimento do método esté descrita a seguir:

e Balanca analitica de precisdo modelo APX 200 (Denver Instrument, Thorium
Unitech, USA);

e Banho de Ultra-som Bandelin Sonorex RK 510 (Mérfelden-Walldorf, Alemanha);

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

e Cromatégrafo a Liquido Varian (Palo Alto, CA, USA), equipado com bomba modelo
210, detector por arranjo de diodos (DAD) Pro Star 335, sistema de aquisicao de
dados Star Workstation 6.0, coluna analitica Gemini 5 yu 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);

¢ Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha e
Eppendorf, Canada);
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e pHmetro modelo pH 500 Series Cole Palmer equipado com eletrodo de vidro
combinado (Vernon Hills lllinois, USA);

e Sistema de filtragdo em membrana Advantec com membranas em ésteres de
celulose de 0,45 um de porosidade e 47 mm de diametro;

e Sistema de purificagdo de agua Milli-Q Direct UV3 (Millipore, Bedford, MA, USA);

e Sistema manifold para SPE Varian (Palo Alto, CA, USA) para a pré-concentracao

simultdnea de 12 amostras;

3.2 Reagentes, solventes e materiais utilizados

e Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

e Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

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

e Alcool etilico hidratado 92,8 °GL;

e Agua destilada e 4gua deionizada;

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

e Cartuchos para SPE AccuBOND Il ODS-C18, 500 mg / 3,0 mL; Strata™ SDB-L
(Estireno Divinilbenzeno), 500 mg / 3,0 mL; Strata™ — X 33 pm, (Sorvente
polimérico), 200 mg / 6 mL; Oasis® HLB;

e Extran neutro e alcalino (Merck, Brasil);

e Hexano grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

¢ Membranas em ésteres de celulose 0,45 um e 47 mm (Millipore, Brasil);

e Metanol grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

e Padrdes sélidos dos pesticidas, conforme Tabela 3.

3.3 Padroes analiticos dos pesticidas estudados

A Tabela 3 apresenta os fornecedores e o0 grau de pureza dos padrdes analiticos

sOlidos utilizados para o desenvolvimento deste estudo.
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Tabela 3. Informacoes dos padroes analiticos sélidos utilizados

Pesticida Grau de pureza (%) Fornecedor Classe
Bispiribaque-sédico 99,0 Dr. Ehrenstorfer Herbicida
Quincloraque 97,6 Dr. Ehrenstorfer Herbicida
Tebuconazole 98,0 Dr. Ehrenstorfer Fungicida

Preparou-se, individualmente, 10 mL da solucdo estoque 1000 mg L™ de cada
pesticida considerando a pureza dos padrées sélidos, conforme recomendado na
literatura (GARP, 1999). A massa do padrao sélido pesada foi dissolvida em metanol
grau HPLC. As solucdes estoque foram armazenadas em frascos ambar e estocadas a
temperatura de -18 °C.

A partir das solucdes estoque 1000 mg L', foram preparadas solugées analiticas
na concentragdo 100 e 10 mg L', em metanol grau HPLC, de cada um dos pesticidas
em estudo. As solugdes 10 mg L™ foram injetadas individualmente a fim de se obter o
tempo de retencdo de cada composto. A partir das mesmas solu¢des estoque 1000 mg
L, preparou-se 10 mL de uma mistura na concentracdo 100 e 10 mg L™ contendo
todos os pesticidas a serem estudados. A partir destas solugdes, foram preparadas as
solucdes de trabalho nas concentragdes de 0,03; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,5; 5,0;
7,5 e 10 mg L. Estas solugbes foram utilizadas para o estudo da linearidade do
método e para os ensaios de fortificacdo. Todas as solugbes analiticas foram
preparadas em metanol grau HPLC, armazenadas em frascos ambar e estocadas a

temperatura de -18 °C.
3.4 Otimizacao do sistema cromatografico: HPLC-DAD
Para a otimizacdo das condicbes cromatograficas foram injetadas,

separadamente, as solugdes analiticas dos pesticidas selecionados para este estudo na
concentragdo 10 mg L™, observando-se o tempo de retencédo e o espectro de absorgao
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molecular de cada composto fornecido pelo detector DAD. Apéds, foi preparada uma
solugdo contendo todos os pesticidas em estudo, na concentragdo de 10 mg L, para
verificar a separac¢ao cromatografica dos mesmos.

Além disso, foram avaliadas algumas varidveis experimentais, tais como:

composicao e vazao da fase mével e comprimento de onda.

3.4.1 Preparo e escolha da fase mével

O preparo da fase mével foi realizado medindo-se separadamente volumes de
metanol grau HPLC e agua purificada em sistema Milli-Q. Em seguida, esta mistura foi
acidificada a pH 3,0 com solucédo aquosa de acido fosforico (1:2, v/v) e desaerada em
banho de ultra-som durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Para a andlise dos pesticidas por HPLC-DAD, testou-se diferentes proporcdes de
fase mével: metanol/agua (65:35, v/v), metanol/agua (70:30, v/v), metanol/agua (75:25,
v/v) e metanol/agua (80:20, v/v), todas acidificadas a pH 3,0 com solu¢cdo aquosa de
acido fosférico (1:2, v/v).

3.4.2 Ajuste do pH da fase movel

A fim de garantir uma maior interacdo dos pesticidas com a fase estacionaria
utilizada, € necessaria a acidificagdo da fase mével. Esta acidificacao a pH 3,0 foi
realizada com uma solugdo aquosa de acido fosférico (1:2; v/v), pelo fato deste acido
apresentar uma baixa absor¢ao na regiao do ultravioleta (UV).

3.4.3 Escolha da vazao da fase movel

A vazao de fase mével no sistema cromatografico deve ser continua e com alta

reprodutibilidade, possibilitando a eluicdo adequada dos compostos. A escolha da
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vazao de fase movel foi baseada na separacdo cromatografica dos compostos das
solugdes padrdes, testando-se as vazdes de 0,8; 0,9; 1,0; 1,1 e 1,2 mL min™.

3.4.4 Escolha do comprimento de onda de maxima absorcao

Os espectros de absor¢do molecular foram obtidos através da injecao individual
das solucdes padrdes de cada pesticida no sistema cromatografico, HPLC-DAD, na
concentragdo 10 mg L. A partir do espectro de absorcdo molecular, determinou-se o
comprimento de onda de maxima absorcédo para cada um dos pesticidas. Os espectros
de absor¢cdo molecular das solugbes padrdao foram utilizados para a confirmagédo da
identidade dos picos cromatograficos nas amostras analisadas.

3.5 Otimizacao dos parametros para a quantificacao das amostras
3.5.1 Amostras de agua e amostras “branco”

Amostras de agua de superficie, coletadas de um acgude localizado no Campus
da UFSM foram utilizadas como amostras “branco” para a etapa de validagdo do
método, uma vez que, as amostras provenientes do experimento de dissipacdo em
lavoura de arroz sdo caracterizadas pela alta quantidade de sélidos em suspenséo e
matéria organica dissolvida, tais como acidos humicos e fulvicos, podendo apresentar
interferéncias na analise cromatogréafica. Foram realizadas extracées das amostras de
agua de superficie a fim de avaliar a presenca de interferentes.

Todas as amostras foram recebidas no laboratério, filtradas em membranas de
ésteres de celulose de 47 mm de diametro e 0,45 um e extraidas em cartuchos SPE.
Estes cartuchos foram armazenados a -18 °C, envoltos em papel aluminio até o
momento da quantificagdo. Este armazenamento foi necessario devido ao grande

nuamero de amostras coletadas por dia.
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3.5.2 Sistema SPE para a pré-concentracao dos pesticidas

O sistema SPE utilizado para a pré-concentracdo dos pesticidas em amostras de
agua é extremamente simples (Figura 10) e dependendo do problema a ser resolvido e
do grau de automagéao desejado, torna-se o sistema ideal.

O sistema manifold empregado é composto por uma caixa de vacuo com espago
para a utilizacdo de 12 cartuchos SPE simultaneamente. Este sistema é recomendado
para analises de rotina quando ha a necessidade de pré-concentrar um grande numero
de amostras.

As amostras de agua, depois de filtradas em membrana 0,45 pm, sdo colocadas
em balées volumétricos e em seguida, transferidas para os cartuchos por meio de
tubulagdes de politetrafluoretileno (PTFE).

E utilizada uma bomba de vacuo para fazer a succdo das amostras dos baldes
volumétricos para os cartuchos e esta transferéncia é controlada individualmente para
cada cartucho através de vélvulas e torneiras. A pré-concentragdo das amostras foi

realizada a uma vaz&o da ordem de 5 mL min™.

Figura 10. Foto ilustrativa do sistema SPE utilizado para a pré-concentracao das
amostras de agua
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3.5.3 Escolha do cartucho para a etapa de pré-concentracao

Os cartuchos de SPE s&o comercializados em diversos volumes, sendo 0os mais
comuns 1, 3 e 6 mL. Estes cartuchos sdo empacotados com diferentes tipos e
quantidades de adsorventes. A escolha do volume, da massa, e do tipo de fase
estacionaria depende de varios fatores, entre os quais o volume de amostra a ser
extraida, a massa do composto de interesse presente na amostra, o grau de
contaminacao (interferentes) e a complexidade da matriz.

A pré-concentracdo dos pesticidas foi testada em 4 diferentes adsorventes,
sendo eles:

e AccuBOND Il ODS-C18, contendo 500 mg do adsorvente, tamanho médio das
particulas de 47 um e tamanho médio dos poros de 70 A, em tubos de 3,0 mL;

e Strata™ SDB-L (polimero de estireno divinilbenzeno), contendo 500 mg de material
adsorvente em tubos de 3,0 mL e tamanho médio das particulas de 100 um e tamanho
médio dos poros de 260 A;

e Strata™ - X 33 pm, (adsorvente polimérico), contendo 200 mg do adsorvente em
tubos de 6 mL e tamanho médio das particulas de 33 um;

e Oasis® HLB, fase reversa, contendo 30 mg de adsorvente em tubos de 1 mL e
tamanho médio das particulas de 30 pm e diametro médio dos poros de 80 A.

3.5.4 Volume de amostra

Por se tratar de um estudo de dissipacdo dos pesticidas em agua de lavoura de
arroz irrigado, sabe-se que as concentragdes dos compostos diminuem com o passar
do tempo e entao, existe a necessidade de uma etapa de pré-concentracado de um certo
volume de amostra, para que seja possivel fazer a quantificacdo destes compostos.

Os volumes de amostra estudados foram de 100, 200 e 250 mL, contendo uma
mistura dos trés analitos estudados.



58

3.5.5 Escolha do solvente de condicionamento dos cartuchos

A etapa de condicionamento dos cartuchos tem por objetivo fazer a ativagdo do
material adsorvente pela adicdo de um solvente, que dependerd do material contido no
cartucho. Neste estudo, o condicionamento dos cartuchos SPE foi realizado com
metanol.

Para se obter uma boa reprodutibilidade na extracdo, um dos fatores mais
importantes nesta etapa é evitar que o solvente seja totalmente eliminado do cartucho.
A secagem dos cartuchos pode levar a diversos problemas como a formagado de
caminhos preferenciais, comprometendo a etapa de concentragdo dos analitos de

interesse.

3.5.6 Escolha do solvente e do volume de eluicao dos analitos de interesse

A eluicdo dos analitos de interesse deve ser realizada com um solvente que
tenha a capacidade de remover de forma eficiente e que permita que os interferentes
contidos na amostra permanegcam retidos no cartucho. O solvente de eluicdo €
escolhido dependendo da sua polaridade e da capacidade de remover os analitos do
material adsorvente. O ideal é eluir os analitos em um pequeno volume de eluente, de
forma que estes estejam em uma concentracdo adequada para ser injetada no HPLC.
Para a eluicao dos analitos dos cartuchos SPE foi utilizado metanol nos volumes de 1 e
2 mL.

3.6 Validacao do método para amostras de agua

Apo6s definidas as melhores condicbes de separacdao para os pesticidas
estudados, foi realizada a validacao do método analitico.
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A validacdo do método desenvolvido foi realizada seguindo principalmente os
procedimentos recomendados no Brasil que envolvem os paradmetros descritos a seguir
(INMETRO, 2007; BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

3.6.1 Seletividade

Para avaliar e comprovar a seletividade na separacdao cromatografica para cada
um dos pesticidas estudados, foi preparada uma solugcdo analitica contendo
bispiribaque-sédico, quincloraque e tebuconazole na concentragdo de 2,5 mg L', em
metanol. O extrato da amostra “branco” foi fortificado com a solugdo na concentracao
2,5 mg L. Os cromatogramas obtidos dos padrdes em metanol e da amostra fortificada
foram comparados pelo tempo de retencédo de cada composto em estudo. Os espectros
de absor¢do molecular também foram monitorados na faixa de 190 a 400 nm, tanto
para os padrdes quanto para as amostras, para avaliar a pureza espectral de todos os
compostos a fim de confirmar a seletividade do método na separacao dos pesticidas

frente aos interferentes da matriz.

3.6.2 Curva analitica e linearidade

A curva analitica para os pesticidas foi construida na faixa de concentragdo de
0,03 a 10 mg L™ para quincloraque, de 0,1 a 10 mg L para bispiribaque-sédico e de
0,05 a 10 mg L™ para tebuconazole. Todas as solugdes foram preparadas em metanol
grau HPLC, na faixa de concentracado de 0,03, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 2,5, 5,0,
7,5 e 10 mg L. Cada solugéo foi injetada em triplicata e o grafico de regressao linear,
considerando a d&rea versus concentragdo, foi obtido com o auxilio do programa
Microsoft Office® Excel 2003.

A linearidade foi confirmada através do célculo dos residuos (Equacao 4) entre
os valores medidos e os valores calculados a partir da equagcdo de regresséao linear
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(INMETRO, 2007). A partir deste célculo, faz-se a verificagdo se um ponto encontra-se

ou nao dentro da faixa linear.

talculado = residuo Equacao 4

s/Nn

onde:
residuo = [Xmedido — X calculado]
sy = desvio padrao dos residuos

n = nimero de pontos

Se o valor de tcacuado Para um ponto duvidoso for menor ou igual ao valor de t
unilateral tabelado (Anexo C), para a confianga desejada e (n-1) graus de liberdade,
considera-se que 0 ponto pertence a curva e a faixa até este ponto é linear (INMETRO,
2007).

3.6.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os LOD e LOQ foram estabelecidos com base na Figura 11, sendo que o LOD é
definido como a concentracdo do analito que resulta um sinal trés vezes maior que 0
ruido da linha base, nas proximidades do sinal do analito (LOD = 3 S/R) e o LOQ como
a concentracao do analito que resulta um sinal dez vezes maior que o ruido da linha
base (LOQ = 10 S/R). Mediu-se a altura do ruido préximo ao tempo de retencdo dos
analitos e a partir desta medida, determinou-se a concentracao correspondente a 3 e a
10 vezes esta altura, considerando a média da oscilagao do sinal do ruido.
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Figura 11. Diagrama ilustrativo da forma de estabelecimento dos valores de LOD e
LOQ; S = sinal e R = ruido (Adaptado de MISTURA, 2003)

Os valores de LOD e LOQ do instrumento sdo obtidos a partir da injecdo das
solugdes de trabalho no equipamento, considerando a concentragdo do analito que
resulta um sinal 3 e 10 vezes maior que o ruido da linha base. J& os valores de LOD e
LOQ do método sdo obtidos a partir dos valores de LOD e LOQ do instrumento,
considerando o fator de concentracao do método, necessario para preparar a amostra a

fim de torna-la detectavel no equipamento.

3.6.4 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

Para avaliar a precisdo do instrumento (repetitividade ou desvio padrao relativo)
foram efetuadas seis inje¢cdes de cada concentracdo das solugdes analiticas no sistema
HPLC-DAD. Em termos de repetitividade (RSD;), a precisdo do método foi avaliada
através da extracdo e andlise no HPLC-DAD das amostras “branco” fortificadas
conforme item 3.6.5. Foram realizadas seis extragcdes de cada nivel de fortificacdo e
cada um dos extratos foi injetado duas vezes.

A precisio intermediaria (RSDy;) do meétodo foi avaliada utilizando dias diferentes

para a inje¢ao dos padrdes dos pesticidas e das amostras fortificadas.
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A precisdo pode ser avaliada através de um valor numérico (RSD) que é

calculado através da Equacgéo 5 (GARP, 1999).

Xm

RSD (%)=_s _x100

onde:

s = estimativa de desvio padrdo absoluto
s ={¥ (X — xm)?/ N =1}

x; = valores individuais

Xm = média das medidas em replicatas

N = numero de medidas

3.6.5 Exatidao (recuperacao)

Equacéo 5

Os ensaios de recuperacao foram realizados utilizando amostras “branco” de

agua de superficie, supostamente livre da contaminagao por pesticidas, coletadas em

um agude no Campus da UFSM, conforme descrito no item 3.5.1. Para os testes de

recuperacao, sao adicionadas quantidades conhecidas do analito de interesse a matriz

e em seguida, faz-se a execuc¢ao do método de ensaio que esta sendo avaliado.

Foram realizadas seis fortificacdes das amostras branco em trés niveis diferentes

de concentragdo, totalizando 18 andlises de recuperagdo para os pesticidas. A

recuperacdo dos compostos foi avaliada nas concentragées de 1,0; 2,0 e 10 ug L. A

exatidao é expressa em porcentagem e foi calculada conforme a Equacdo 6

(INMETRO, 2007).

R (%) =_C1 x 100

onde:

Equacao 6
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C1 = concentracao determinada na amostra fortificada
C. = concentracao fortificada

3.7 Aplicacao do método
3.7.1 Estudo da dissipacao dos pesticidas em agua de lavoura de arroz irrigado

O método desenvolvido e validado foi aplicado no estudo da dissipagdo dos
pesticidas quincloraque, bispiribaque-sddico, e tebuconazole em agua de lavoura de
arroz irrigado de um experimento a campo, realizado na varzea experimental do
Departamento de Fitotecnia da UFSM, pelo Grupo de Pesquisa em arroz irrigado e uso
alternativo de varzeas da UFSM. O estudo de campo foi conduzido na safra de 2007-
2008.

O experimento foi constituido pela analise de trés compostos, sendo dois
herbicidas e um fungicida que foram aplicados em unidades experimentais de 56 m?
(8 m x 7 m) com trés repeticdes de cada pesticida.

A cultivar utilizada, IRGA 422 CL®, foi semeada no dia 27/11/2007, em parcelas
isoladas através de taipas e irrigadas individualmente para ndo haver contaminacao
entre os produtos. A semeadura, na densidade de 130 kg ha™, foi realizada no sistema
de semeadura direta, utilizando-se uma semeadora com linhas espagcadas a 0,17
metros. A adubacao foi realizada de acordo com a analise de solo e a recomendacao
da Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado (SOSBAI, 2007) com fertilizante
formulado na quantidade de 10 kg N ha', 40 kg P,Os ha' e 40 kg K,O ha'. O
nitrogénio foi aplicado manualmente, na forma de uréia, na quantidade de 50 kg ha™,
sendo metade desta quantidade aplicado no inicio do perfilhamento, em torno de 20
dias apdés a emergéncia das plantulas e o restante na iniciacdo do primérdio da
panicula.

Os herbicidas foram aplicados em solo superficialmente seco, com 0 arroz no
estagio de trés a quatro folhas.
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Para a aspersao dos herbicidas, foi utilizado um pulverizador costal de preciséo,
pressurizado com CO,, contendo na barra quatro bicos Teejet XR110.02, de jato em
forma de leque espacados de 0,50 m um do outro, operando a 275 kPa (40 Ib/pol?) de
pressdo e consumo de calda correspondente a 150 L ha™.

A irrigacao da area foi realizada um dia apds a aplicagdao dos herbicidas, sendo
que a lamina de agua nas parcelas foi monitorada diariamente, mantendo-se a altura ao
redor de 0,10 m, conforme o desenvolvimento da cultura, a lamina de &gua foi
aumentada e estabilizada quando alcangou cerca de 0,15 m de altura, permanecendo
constante durante o ciclo restante da cultura.

Os pesticidas foram aplicados, na dose recomendada para a cultura de arroz
irrigado, seguindo as recomendagbdes das Boas Praticas Agricolas (RODRIGUES e
ALMEIDA, 1998) para reduzir o risco do pesticida ser transportado pela agua e atingir o
lencol freatico. A aplicagao dos pesticidas foi realizada em parcelas isoladas, a fim de
avaliar o efeito e a concentracao residual de cada um, sem qualquer interacdo entre
eles. Doses diferenciadas de cada composto foram aplicadas em cada parcela, como
mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Pesticidas aplicados nos experimentos de estudo da dissipacao
realizados na safra 2007-2008

-1
Pesticidas Marca Concentragdo  Formulacédo Doses ha

Comercial (gL'ougkg’)  Comercial g(i.a) PC(kgoul)

Bispiribaque-sodico Nominee® 400 CS 50 0,125
Quincloraque Facet® 375 PM 375 0,75
Tebuconazole Folicur® 200 CE 150 0,750

i.a. = ingrediente ativo; CS = suspensao concentrada; CE = emulsédo concentrada; PM = pé molhavel; PC =
produto comercial

A area experimental estudada foi dividida em sete canteiros, sendo estes
constituidos de trés tratamentos (T1, T2 e T3) com trés repeticdes (R1, R2 e R3) para
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os herbicidas bispiribaque-sédico e quincloraque e uma repeticdo para o fungicida

tebuconazole, conforme esta demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5. Identificacao dos diferentes tratamentos realizados na area experimental
estudada

Tratamento Repeticoes

T1R1

T1 - Bispiribaque-sédico T1R2
T1R3

T2R1

T2 - Quincloragque T2R2
T2R3

T3 - Tebuconazole T3R1

A aplicacdo dos herbicidas foi realizada no dia 07/01/2008 e a aplicacdo do
fungicida foi realizada no dia 08/03/2008.

As coletas foram realizadas na superficie da camada de agua a fim de evitar a
amostragem excessiva de material sélido presente no fundo da lamina de agua. As
amostras de agua foram coletadas nos 1°, 22, 3%, 5° 79, 109, 14°, 21°, 28°, 35°% e 42°
49° 56° 63° 70° 77° 84° 91° dias apdés a aplicacdo dos pesticidas, conforme
Apéncice A e acondicionadas em frascos de vidro &mbar com capacidade de um litro.
Os frascos de vidro foram previamente lavados com solugdo aquosa de Extran® neutro
5%, seguido de lavagem com agua corrente, agua deslilada e éalcool etilico comum
antes de serem utilizados na coleta das amostras de agua. As datas de coletas foram
determinadas com base em estudos anteriores, desenvolvidos na UFSM, de dissipacao
destes e de outros pesticidas. Logo apds a coleta das amostras, pelo laboratério do
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Departamento de Fitotecnia, estas foram transportadas para o Laboratério de Andlises
de Residuos de Pesticidas (LARP), onde foram realizadas as analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacao das condicoes cromatograficas para a determinacao dos
pesticidas por HPLC-DAD

A otimizacdo das condi¢cdes cromatogréficas utilizadas na separagcdo dos
pesticidas selecionados neste estudo, foi realizada através do preparo das solugdes
analiticas contendo uma mistura dos principios ativos dos pesticidas em estudo, e da
injecdo destas solu¢des no HPLC-DAD, observando o tempo de retencdo, o espectro
de absor¢do molecular e o perfil de separacao destes pesticidas.

Conforme revisdo bibliografica, o metanol € um solvente com caracteristicas
polares, muito utilizado na extracdo e separacdo dos pesticidas. Por isto, este foi
utilizado em mistura com agua como fase mével. Dentre as composigoes de fase mével
apresentadas no item 3.4.1, a que forneceu melhor separacdo dos pesticidas e menos
interferéncias foi a mistura metanol:agua (70:30, v/v), acidificada a pH 3,0 com &cido
fosférico (1:2, v/v), ja que este nao interfere na deteccao analitica, pois apresenta uma
baixa absor¢cao na regido do ultravioleta. A melhor vazdo de fase mével, dentre as
descritas no item 3.4.3, foi 1,0 mL min™', pois permite separacdes com pressdes de
cerca de 150 bar e tempo de analise de 17 min. As vazdes mais baixas tornam o tempo
de analise excessivo e nas vazdes maiores, a pressao do sistema torna-se grande e os

compostos comegam a eluir mais rapidamente, coeluindo com as interferéncias iniciais.

4.1.1 Espectros de absor¢ao molecular

Os espectros de absorgdo molecular obtidos no sistema HPLC-DAD para as
solucdes individuais dos pesticidas na concentragdo 10 mg L™ foram utilizados para se
obter o comprimento de onda de maxima absorcdo de cada pesticida, aléem de
confirmar a identidade dos analitos, através da comparagcdo do espectro obtido das

solugdes padrdoes com os espectros obtidos das amostras.
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Com base nos espectros de absor¢dao molecular (Figura 12), foram escolhidos os
comprimentos de onda de méaxima absorcdo para cada pesticida, os quais foram

monitorados em cada analise.
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Figura 12. Espectros de absorcao molecular, de 190 a 400 nm (A — quincloraque,
B - equivalente acido do bispiribaque-sédico e C — tebuconazole), obtidos por
HPLC-DAD, a partir do sinal cromatografico dos pesticidas na concentracao 10
mg L™, obtido nas condi¢cdes cromatograficas do item 4.1
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Os comprimentos de onda de maxima absorcdo para os compostos estudados
estdo descritos na Tabela 6, assim como suas férmulas moleculares e os tempos de

retengao.

Tabela 6. Pesticidas analisados com suas respectivas formulas moleculares,
tempos de retencao e comprimentos de onda de maxima absorcao

Férmula Tempo de Comprimento de onda de
Pesticidas N ] s ~
molecular retencdo (min)  Maxima absorgao (nm)
Quincloraque C1oH5CloNO» 6,9 231
Bispiribaque-s6dico  G,9H;,N,NaOs 8,3 246
Tebuconazole C16H22CIN3O 15,3 220

Considerando o tempo de retencdo e o comprimento de onda de maxima
absorcdo de cada pesticida estudado, foi realizada uma programacdo dos
comprimentos de onda selecionados ao longo da analise cromatogréfica, a fim de
aumentar a sensibilidade na deteccao de cada pesticida estudado. Esta programacao
foi realizada da seguinte maneira: até 7,8 min de andlise, o0 comprimento de onda, A, foi
mantido em 231 nm, de 7,8 a 13 min, o comprimento de onda foi de 246 nm, em
seguida, foi alterado para 220 nm e mantido até o final da analise cromatografica. A
fase mével utilizada é uma mistura que contém &gua, e por isso o composto
determinado € o equivalente &cido do bispiribaque-sédico, mas para facilitar o
entendimento, o composto sera tratado como sendo o sal bispiribaque-sodico.

As condicbes cromatograficas otimizadas utilizadas na quantificagdo dos
pesticidas quincloraque, bispiribaque-sodico e tebuconazole estdo resumidas na Tabela
7.
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Tabela 7. Condicoes cromatograficas otimizadas utilizadas na quantificacao dos
pesticidas estudados

Coluna analitica Gemini 5 u C18 (250 x 4 mm, 5 pm, Phenomenex)
Fase movel Metanol / agua (70:30, v/v) ajustado a pH 3,0 com

solucdo aquosa de HzPO4 (1:2, v/v)

Vazio da fase movel 1,0 mL min™

Volume da alca de injecao 20 pL

Detector DAD

Comprimentos de onda até 7,8 min, A =231 nm; de 7,8 a 13 min, A = 246

nm; de 13 a 17 min, A = 220 nm

4.2 Estudo da Extracao em Fase Soélida para os pesticidas em estudo

Para testar a eficiéncia da etapa de extragdo e definir o melhor método para
separar os pesticidas da matriz, foram testados diferentes procedimentos, conforme
descritos a seguir.

4.2.1 Escolha do cartucho para a etapa de pré-concentracao

A pré-concentragdo dos pesticidas foi testada utilizando quatro diferentes tipos

de adsorventes nos cartuchos SPE. Os resultados estao demonstrados na Tabela 8.



71

Tabela 8. Recuperacoes obtidas para os pesticidas, utilizando-se diferentes
cartuchos de SPE

Pesticida Quincloraque Bispiribaque-soédico Tebuconazole
Cartucho Recuperacéo (%)
c1g’ 119,0 + 3,1 119,5+6,3 95,7 £12,1
Strata™ SDB-L? 5,4 + 34,2 0 0
Strata™ — X° 102,5 £ 4,2 90,5 +2,6 4,7 +42,9
Oasis®HLB* 101,1 £12,3 43,0 £ 14,3 79,1176

*Nivel de fortificacdo: 10 pg L '; amostra: 250 mL de &gua de superficie livre de contaminacdo por
Pesticidas; pH ajustado em 3,0; solvente de eluicdo: 1 mL de metanol; n =3
octadecilsilano
2 polimero de estireno-divinilbenzeno
3 polimero de estireno-divinilbenzeno com a superficie modificada
*balanco lipofilico (divinilbenzeno)-hidrofilico (N-vinilpirrolidona)

Observando a Tabela 8, pode-se perceber que nao se obteve boas recuperagdes
para nenhum dos compostos utilizando o cartucho Strata™ — SDB-L. Utilizando o
cartucho Strata™ — X, ndo se obteve bons resultados de recuperagdo para o fungicida
tebuconazole e utilizando o cartucho Oasis® HLB n&o se obteve boas recuperacées
para o herbicida bispiribaque-sddico.

O cartucho C18 apresentou bons resultados de recuperagdo para os trés
compostos estudados e, por isso, foi o escolhido para a pré-concentragcdo dos

pesticidas em agua.
4.2.2 Escolha do volume de eluicao dos analitos de interesse
O metanol foi o solvente utilizado na etapa de eluicdo dos pesticidas do cartucho.

Foram testados diferentes volumes de metanol a fim de garantir quantitativamente a

eluicao dos pesticidas. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 9.
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Tabela 9. Recuperacoes obtidas para os pesticidas utilizando-se diferentes
volumes do solvente de eluicao

Recuperacao (%)*

Volume de eluente 1mL 2mL
Quincloraque 115,7£5,9 88,8 £ 19,7

Bispiribaque-sddico 118,4 £ 3,3 95,6 £3,7
Tebuconazole 88,3+11,6 90,2 £ 5,7

*Nivel de fortificagdo: 10 ug L '; amostra: 250 mL de 4gua de superficie; pH ajustado em 3,0; eluicdo com
metanol; n =3

Apesar de se obter melhores resultados de recuperagdo com o volume de 2 mL
de metanol, optou-se pela eluigdo dos compostos com o volume de 1 mL de metanol,
que também apresentou bons resultados de recuperagcdo, com menor quantidade de
interferentes. Vale salientar que os compostos estdo presentes em concentragdes muito
baixas nas amostras, gerando a necessidade de fatores mais elevados de

concentragao.

4.2.3 Volume de amostra

Também foram testados os volumes de 100, 200 e 250 mL de amostra na etapa
de pré-concentracao. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 10.
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Tabela 10. Recuperacoes obtidas para os pesticidas utilizando diferentes volumes
de amostra na etapa de pré-concentracao

Recuperacao (%)*

Volume de amostra 100 mL 200 mL 250 mL
Quincloraque 137,4 £ 3,0 87,9+11 119,5+£15

Bispiribaque-sddico 128,5+4,8 11914 1179 +1.3
Tebuconazole 92,9 £3,7 88,5+ 0,1 83,0 £ 5,1

*Nivel de fortificagdo: 10 ug L '; amostra: 4gua de agude; pH ajustado em 3,0; eluicdo com 1 mL metanol;
n=3

Observando a Tabela 10, percebe-se que o volume de 100 mL de amostra nao
apresentou bons resultados de recuperagcao para os compostos bispiribaque-sédico e
quincloraque. Os volumes de 200 e 250 mL de amostra apresentaram valores de
recuperacao entre 70 e 120% para os trés pesticidas estudados, mas devido a baixa
concentracao dos analitos presentes nas amostras, ha a necessidade de um fator de

concentracdo maior e, sendo assim, o volume escolhido foi de 250 mL de amostra.

4.3 Procedimento experimental otimizado

A partir dos resultados dos testes apresentados anteriormente, tem-se o
procedimento de extracdo otimizado, que foi utilizado posteriormente na validagcao do
método e na pré-concentracdo das amostras de agua do experimento de dissipagéo a
campo.

Para a etapa de concentracdo das amostras, utilizou-se a extracdo em fase
sélida. No sistema SPE, primeiramente os cartuchos sao condicionados com 3 mL de
metanol grau HPLC, 3 mL de 4gua purificada em sistema Milli-Q para retirar o excesso
de metanol e 3 mL de agua purificada pH 3,0. Um volume de 250 mL de amostra, apds
filtragdo em membrana de 0,45 um e acidificagdo a pH 3,0 com solugdo aquosa de

acido fosférico 1:2, v/v é percolada através do cartucho SPE a uma vazao de cerca de 5
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mL min™ sob vacuo. Apds a etapa de pré-concentracdo, percola-se 3 mL de agua
purificada em sistema Milli-Q para minimizar as substéncias interferentes sollveis na
mesma, seguida de vacuo por 20 min. Em seguida, faz-se a eluicdo dos analitos
retidos no material adsorvente C18 utilizando 1 mL de metanol. Recolhe-se o extrato
eluido em frasco ambar. O fator de concentragdo resultante é de 250 vezes. O

organograma do procedimento experimental otimizado € demonstrado na Figura 13.

Condicionamento dos cartuchos C18

3 mL metanol
3 mL agua purificada

Pré-concentracao de 250 mL de amostra de agua

vazdo ~ 5 mL min”

Lavagem com 3 mL agua purificada

Secagem sob vacuo ~ 20 min

Eluicao com 1 mL metanol

Figura 13. Organograma do procedimento experimental otimizado

4.4 Validacao do método analitico

A partir do procedimento experimental otimizado, é necessario que as
informagdes contidas nos dados analiticos sejam exatas, especificas, reprodutiveis e de

qualidade, comprovando a confiabilidade do método. Sendo assim, foi realizada a
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validacao do método para a analise dos pesticidas, segundo os parametros descritos a
seguir.

4.4.1 Seletividade
A Figura 14 apresenta o perfil de um cromatograma obtido com a injecao de 20

uL de uma solucao analitica contendo bispiribaque-sédico, quincloraque e tebuconazole
na concentracdo 5,0 mg L.
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Figura 14. Cromatograma obtido por HPLC-DAD para uma solucao analitica
contendo 5,0 mg L™ dos pesticidas quincloraque (tg: 6,9 min); bispiribaque-sédico
(tr: 8,3 min) e tebuconazole (tg: 15,3 min), nas condicoes descritas no item 4.1
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A Figura 15 apresenta o perfil de um cromatograma obtido para uma amostra
“branco” de agua comparado com uma solugdo analitica contendo a mistura dos
pesticidas na concentracédo 2,5 mg L.
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Figura 15. Cromatograma obtido por HPLC-DAD para (A) amostra “branco” de
agua de superficie e (B) solucao analitica com a mistura dos pesticidas na
concentracdo 2,5 mg L™, obtido nas condigdes cromatograficas do item 4.1

A identificacdo dos picos e principios ativos foi realizada de duas maneiras:
injetando cada principio ativo dos pesticidas estudados, separadamente, no sistema
HPLC-DAD sob as mesmas condi¢des cromatograficas observando o tempo de
retencdo e o0 espectro de absor¢cao molecular de cada composto, e fazendo a adicdo de
um padrao em uma mistura dos trés compostos e observando o aumento de sinal do
respectivo pesticida.
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4.4.2 Curva analitica e linearidade

A Figura 16 ilustra um cromatograma obtido pela injecdo da mistura dos

pesticidas em estudo em algumas concentra¢des no sistema HPLC-DAD.
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Figura 16. Cromatograma da mistura dos pesticidas nas concentracoes 0,25; 0,5;
0,75; 1,0; 2,5 e 5,0 mg L' obtidos por HPLC-DAD com uma programacio de
comprimentos de onda, A (até 7,8 min, A = 231 nm; de 7,8 a 13 min, A = 246 nm; de
13 a 17,0 min, A = 220 nm), obtido nas condicdoes cromatograficas do item 4.1

A Tabela 11 apresenta as equacdes das curvas analiticas para os pesticidas
estudados.
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Tabela 11 - Parametros relativos as curvas analiticas, obtidos para os pesticidas
analisados por HPLC-DAD

o Intervalo linear Equacéao da reta 5
Pesticida ] r
(mgL™) (y=ax +b)
Quincloraque 0,03-10 y = 134,28x - 0,1483 1,0000
Bispiribaque-sddico 0,1-10 y = 50,366x + 0,1391 0,9999
Tebuconazole 0,05-10 y = 42,407x -0,7268 0,9999

Considerando o intervalo linear de cada pesticida, o primeiro ponto da curva
corresponde ao limite de detec¢éo do instrumento.

Observando os coeficientes angulares (termo a) das equagdes das retas pode-se
perceber que o quincloraque apresenta maior sensibilidade dentre os pesticidas
analisados por HPLC-DAD. A partir dos resultados das equagdes das curvas analiticas
obtidas, pode-se concluir que o modelo linear é bastante adequado j& que os
coeficientes de determinacdo (r?) foram todos maiores que 0,999, o que é satisfatério
segundo a literatura (INMETRO, 2007).

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para o teste da linearidade. As
concentragcdes medidas correspondem as concentracdes utilizadas na construcdo das
curvas analiticas; as concentracdes calculadas correspondem aos respectivos valores
de concentracdo obtidos através da curva analitica; o residuo € a diferenca entre a
concentracdo medida e a concentracao calculada; o desvio e o valor de t sdo obtidos
conforme descrito no item 3.6.2. O valor de n, correspondente ao nimero de pontos da
curva, € igual a 9 para bispiribaque-sédico; igual a 10 para quincloraque e igual a 9 para

tebuconazole.



Tabela 12. Valores obtidos no teste de linearidade para os pesticidas

Quincloraque

C medida (mg L) 0,0300 0,0500  0,1000 0,2500  0,5000 0,7500  1,0000 2,5000 5,0000 7,5000 10,0000
C calculada (mg L™) 0,0319  0,0553  0,0911 0,2448  0,4794 0,7400 0,9819 2,5488 5,0019 7,4967 9,9751
Residuo 0,0181  -0,0053  0,0089 0,0052  0,0206 0,0100 0,0181 -0,0488 -0,0019 0,0033 0,0249
Desvio 1,4173 17,8641  9,7166 43276  6,0241 3,314 14173 1,424 0,7619 0,6017 1,3287
T 0,0286  -0,0007  0,0021 0,0027 0,0077 0,0071  0,0285 -0,0955 -0,0055 0,0124 0,0420
Bispiribaque-soédico

C medida (mg L) 0,1000 0,2500 0,5000 0,7500 1,0000 2,5000  5,0000 7,5000 10,0000

C calculada (mg L) 0,1000 0,2589 0,5051 0,7259 0,9765 2,5625  4,9728  7,4864 10,0119

Residuo 0,0000  -0,0089  -0,0051 0,0241 0,0235 -0,0625  0,0272 0,0136  -0,0119

Desvio 14,4446  4,9579 4,0287 3,4033 2,3091 1,4888  1,5351  0,9068 1,5138

t 0,0000 -0,0054  -0,0038  0,0212 0,0306 -0,1259  0,0531  0,0449  -0,0236

Tebuconazole

C medida (mg L) 0,0500 0,1000 0,2500 0,5000 0,7500 1,0000 2,5000 5,0000 7,5000 10,0000
C calculada (mg L) 0,0532 0,1413 0,2215 0,4394 0,7030 0,9266  2,4758  4,9207 7,4911  9,9718
Residuo 0,0032  -0,0413  0,0285 0,0606 0,0470 0,0734  0,0242 0,0793 0,0089  0,0282
Desvio 0,7619 19,4608 15,3789 13,2679 16,1902 32790 555310 2,4021 0,8190  1,7235
t 0,0124  -0,0064  0,0056 0,0137 0,0087 0,0672  0,0131  0,0990 0,0328  0,0491

6L
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Considerando-se um intervalo de confianca de 95% e n-1 graus de liberdade, o
valor de t tedrico paran =9 € de 2,31 e paran = 10 é de 2,26. Entdo, como todos os
valores de t obtidos sdo menores do que o respectivo t tabelado considera-se que todos

0s pontos das curvas analiticas estdo dentro da linearidade.

4.4.3 Determinacao dos valores de LOD e LOQ, do instrumento e do método

Os valores de limites de deteccao e de quantificacdo foram obtidos através da
relagdo sinal/ruido como apresentados no item 3.6.3. Na Tabela 13 estdo listados os

valores de LOD e LOQ do instrumento e do método para os pesticidas estudados.

Tabela 13. Valores de LOD e LOQ do instrumento e do método

Limites do instrumento Limites do método
Pesticida (mg L™ (mgL™
LOD; LOQ; LODn, LOQn
Quincloraque 0,03 0,09 0,12 0,36
Bispiribaque-sédico 0,1 0,3 0,4 1,2
Tebuconazole 0,05 0,15 0,2 0,6

4.4.4 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria) do instrumento

A repetitividade (RSD,) e a preciséo intermediaria (RSDy;) do instrumento (n = 6),
para os niveis de concentracdo utilizados na elaboracdo das curvas analiticas dos
pesticidas, estdo demonstradas na Tabela 14. O teste de precisdo intermediaria foi

realizado empregando dias diferentes dos utilizados para os estudos de repetitividade.
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Tabela 14. Resultados da repetitividade (RSD,) e precisao intermediaria (RSDy;)

do instrumento

Repetitividade Precisao intermediaria
o (RSD%) (RSD%)
Pesticida _
Faixa de variacao média Faixa de variacao média
Bispiribaque-sddico 0,9-144 3,8 2,0-11,3 43
Quincloraque 0,6-17,8 4.6 1,6-5,9 3,9
Tebuconazole 0,8-19,4 8,6 1,1-16,9 9,0

Para a validagdo de métodos cromatogréaficos, considerando a faixa de

concentracao avaliada neste trabalho, recomenda-se que a precisdo deve apresentar
RSD =< 20% (RIBANI et al., 2004). Portanto, conforme os dados apresentados na Tabela

14, todos os resultados obtidos estdo dentro dos limites aceitaveis.

4.4.5 Exatidao (recuperacao) e precisao do método

A Tabela 15 apresenta os valores de recuperacdo e RSD (em termos de

repetitividade e precisdo intermediaria) obtidos para as fortificacbes das amostras

“branco”, em diferentes niveis de concentracdo dos pesticidas em estudo, conforme o

procedimento descrito no item 3.6.5.
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Tabela 15. Recuperacoes, RSD, e RSD,; do método para os pesticidas estudados

Nivel de Repetitividade Precisao Intermediaria

Pesticida fortificacao* Recuperacao RSD, Recuperacao RSDy;

(Mg L) (%) (%) (%) (%)

1,0 88,5 5,9 95,7 6,4

Quincloraque 2,0 102,7 14,3 93,7 2,8

10 115,7 6,0 110,9 10,5

o 1,0 95,5 11,2 92,2 8,4
Bispiribaque-

o 2,0 107,3 16,5 101,7 4.5

sodico

10 116,5 6,6 111,7 10,1

1,0 85,4 18,7 76,1 19,8

Tebuconazole 2,0 81,5 11,6 76,6 15,5

10 87,9 11,7 96,9 10,1

*6 extragoes x 2 inje¢coes de cada extrato

Os valores de recuperagcdao dependem do procedimento de extracdo e da
concentracao do analito, considerando o tipo de matriz. De acordo com a validacdo de
métodos cromatograficos descrita na literatura, as recuperacdes devem estar entre 70 e
120% e o RSD deve ser menor que 20% (RIBANI et al., 2004). Observando a Tabela
15, percebe-se que as recuperacdes para os pesticidas estudados ficaram entre 76,1 e
116,5% para todos os niveis de fortificacdo, com valores de RSD menores que 19,8%
e, portanto, o método desenvolvido esta de acordo com os parametros exigidos pela
legislacao.

A Figura 17 ilustra os cromatogramas obtidos por HPLC-DAD, seguindo a
programagao de comprimentos de onda descritos no item 4.1, no nivel de fortificacao

10 pg L' das amostras de &gua livre de interferentes (“branco”).
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Figura 17. Cromatograma: (A) de uma amostra fortificada no nivel de 10 pg L
com a mistura dos pesticidas e (B) de uma mistura padrao dos pesticidas em
solvente, na concentracdo 2,5 mg L”, obtido nas condicdes cromatograficas

citadas no item 4.1

4.5 Aplicacao do método

O método desenvolvido foi aplicado no estudo de dissipacdo dos pesticidas
quincloraque, bispiribaque-sédico e tebuconazole em agua de lavoura de arroz irrigado
de um experimento conduzido na varzea experimental do Departamento de Fitotecnia
da Universidade Federal de Santa Maria, durante o ano agricola de 2007-2008.

A presenga de substancias organicas, principalmente, acidos humicos e fulvicos,
€ a maior dificuldade na analise de amostras de agua. Estes compostos normalmente
apresentam sinal com tempo de retencédo pequeno, mas com grande intensidade. Nos
cromatogramas das amostras de agua analisadas, a presencga deste sinal nao interfere
na andlise qualitativa e quantitativa dos pesticidas estudados, uma vez que os
compostos estudados apresentam tempos de retengdo maiores.
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4.5.1 Dissipacao dos pesticidas estudados em amostras de agua de lavoura de

arroz irrigado

Todas as amostras foram analisadas conforme o método validado e os
resultados obtidos para a dissipacao dos compostos estudados estdo demonstrados a

seguir.

4.5.1.1 Dissipacao do bispiribaque-sodico

Os resultados das concentracdes do pesticida bispiribaque-sodico nas amostras

de agua de lavoura de arroz irrigado, coletadas nos canteiros denominados T1R1,
T1R2 e T1R3, estdo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16. Concentracdes (em pg L") de bispiribaque-sédico em amostras de

agua de lavoura de arroz irrigado

Dias apods aplicacao

Concentracéo (pug L)

T1R1 T1R2 T1R3 T1Rmédio

0 10,44 15,82 13,45 13,13
1 20,75 19,64 22,23 20,87
2 13,59 12,98 12,15 12,91
3 8,55 11,90 11,01 10,49
5 10,08 10,82 11,26 10,72
7 8,45 10,67 7,66 8,93
10 6,33 6,42 5,88 6,21

14 4,44 4,03 4,54 4,34
21 2,05 2,15 1,08 1,76
28 1,11 1,01 1,54 1,22
35 nd nd nd nd

42 nd nd nd nd

T1R1 = repeticdo 1; T1R2 = repeticao 2; T1R3 = repeticao 3

Observando a tabela referente as concentragdes do pesticida bispiribaque-sodico

nos diferentes canteiros € possivel perceber a maior quantidade deste herbicida

encontrada no primeiro dia apds a aplicacao do pesticida com relagdo ao mesmo dia de

aplicacao do composto. Isto pode ser explicado pela solubilizagdo do produto aplicado

no sistema aquoso e pelas interagdes do pesticida com a matéria organica contida no

sedimento e na dgua (MOREIRA, 2004).

O perfil de dissipagdo do herbicida bispiribaque-sédico estd demonstrado na

Figura 18.
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Figura 18. Perfil de dissipacdao do pesticida bispiribaque-sédico em agua de
lavoura de arroz irrigado na safra de 2007-2008

Conforme a Tabela 16 e a Figura 18 foi encontrado bispiribaque-sodico até 28
dias apos a aplicacao deste herbicida na lavoura de arroz e a respectiva concentracao
média encontrada foi de 1,22 pg L.

KURZ (2007) avaliou a persisténcia deste herbicida em lavoura de arroz irrigado
nas safras 2003-2004 e 2004-2005 e encontrou residuos até 35 dias apés aplicacao na
primeira safra e 21 dias apds aplicagdo na segunda safra estudada.

A Figura 19 ilustra um cromatograma de uma amostra de agua de lavoura de
arroz irrigado coletada no 3° dia apo6s a aplicagdo do pesticida bispiribaque-sédico na
varzea experimental da UFSM onde o estudo foi desenvolvido.
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Figura 19. Cromatograma de uma amostra de agua coletada no 3° dia apds a
aplicacao do pesticida bispiribaque-sdédico em lavoura de arroz irrigado, obtido
nas condicoes descritas no item 4.1

4.5.1.2 Dissipacao do quincloraque

Os valores de concentragdo para o herbicida quincloraque nos diferentes dias

apds a aplicagdo, de amostras coletadas nos canteiros denominados T2R1, T2R2 e

T2R3, estao demonstrados na Tabela 17.
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Tabela 17. Concentracdes (em pg L) de quincloraque em amostras de agua de

arroz irrigado

i , L Concentracdo pg L
Dias apds aplicacao

T2R1 T2R2 T2R3 T2Rmédio
0 207,91 208,52 7,37 141,27
1 286,56 276,11 327,27 296,65
2 190,69 194,26 134,97 173,31
3 162,52 99,47 60,70 107,57
5 70,54 55,51 54,28 60,11
7 48,12 48,31 44,67 47,03
10 102,58 49,29 57,53 69,80
14 40,41 32,10 45,23 39,25
21 50,56 50,46 25,50 37,98
28 65,16 9,32 10,08 28,18
35 38,09 2,18 3,68 14,65
42 11,16 23,14 27,57 20,62
49 41,12 39,92 60,58 47,21
56 6,27 7,10 16,08 9,82
63 11,31 7,35 21,81 13,49
70 4,91 2,58 7,28 4,92
77 4,03 4,18 6,38 4,86
84 3,00 2,90 5,60 3,83
91 1,32 2,47 1,44 1,74

T2R1 = repeticado 1; T2R2 = repeticao 2; T2R3 = repeticao 3

O perfil de dissipagdo do herbicida quincloraque em amostras de agua de
lavoura de arroz irrigado, nos diferentes dias de coleta, pode ser observado na Figura
20.
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Figura 20. Perfil de dissipacao do pesticida quincloraque em agua de arroz
irrigado na safra de 2007-2008

Observando a Tabela 17 e a Figura 20, referente as concentracdes e a
dissipacao do quincloraque nas amostras de agua de lavoura de arroz irrigado, pode-se
perceber que o composto foi encontrado até 91 dias apds a aplicagdo. A concentracao
encontrada na lamina de agua foi de 1,74 pg L.

PEIXOTO (2007) realizou um estudo semelhante a este, na safra 2006-2007,
para a determinacdo de quincloraque em amostras de agua de lavoura de arroz e
encontrou residuos de quincloraque até 42 dias apds a aplicacao do herbicida.

Como os experimentos sdo conduzidos a campo, diversos fatores ambientais
como, por exemplo, temperatura, luminosidade, vento, chuva, além da presenca de
compostos organicos na agua e no solo, podem alterar a dissipacao destes compostos.

A Figura 21 apresenta um cromatograma de uma amostra de agua de lavoura de
arroz irrigado coletada no 3° dia ap6s a aplicacao do pesticida quincloraque.
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Figura 21. Cromatograma de uma amostra de agua de lavoura de arroz irrigado
coletada no 3?2 dia apdés a aplicacao do pesticida quincloraque, obtido nas
condicoes descritas no item 4.1

4.5.1.3 Dissipacao do tebuconazole

O fungicida tebuconazole foi aplicado em apenas um canteiro denominado T3R1

e os valores de concentracdo nos diferentes dias apds a aplicagdo deste pesticida

estao demonstrados na Tabela 18.
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Tabela 18. Concentracées (em pg L) de tebuconazole em amostras de agua de

arroz irrigado

Dias apés aplicacao T3R1 (Concentracéo, pg L™)
1 1,03
2 0,88
3 0,79
5 1,06
7 0,95
10 0,68
14 0,59
21 0,75
28 nd
35 nd

Conforme a Tabela 18, até os 21 dias apos a aplicacdo, o fungicida tebuconazole
foi encontrado nas amostras de agua analisadas, sendo que a concentracdo deste
composto foi de 0,75 pug L™

A Figura 22 ilustra o perfil de dissipagao do fungicida tebuconazole em amostras

de agua de lavoura de arroz irrigado nos diferentes dias de coleta das amostras.
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Figura 22. Perfil de dissipacao do pesticida tebuconazole em agua de arroz
irrigado na safra de 2007-2008
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A Figura 23 apresenta um cromatograma de amostra de agua coletada no 3¢ dia

apds a aplicagao do pesticida tebuconazole.
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Figura 23. Cromatograma de uma amostra de agua de lavoura de arroz irrigado
coletada no 3?2 dia ap6s a aplicacao do pesticida tebuconazole, obtido nas
condicoes descritas no item 4.1
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo dos pesticidas em escala mundial aumenta os niveis de
concentracbes residuais dos mesmos ou de seus metabdlitos em varios
compartimentos ambientais, sendo que vale salientar que estes podem comprometer a
qualidade das aguas superficiais e subterraneas.

Muitos destes compostos sdo encontrados na agua em baixas concentracoes,
aumentando o interesse em desenvolver técnicas de preparo de amostra que
possibilitem pré-concentrar os analitos presentes na matriz para adequacgao ao sistema
de deteccao.

A Extracdo em Fase Sodlida é uma das ferramentas mais poderosas e mais
empregadas para a extracao e/ou pré-concentracao de analitos presente em amostras
aquosas. A SPE é uma técnica de extracao rapida, que utiliza um menor volume de
solventes toxicos, de facil automagado, com boa seletividade e que apresenta boas
recuperacdes. Neste estudo, a SPE mostrou-se adequada para a pré-concentragao das
amostras de agua utilizando cartucho contendo 500 mg do adsorvente C18 e realizando
a eluicao dos analitos com metanol.

O método por HPLC-DAD mostrou-se adequado para a determinacao dos
pesticidas, permitindo a analise em um tempo de 17 min. As condi¢des cromatograficas,
com fase movel metanol/agua (70:30, v/v) acidificada a pH 3,0 com solugdo aquosa de
acido fosférico (1:2, v/v) a uma vazao de 1,0 mL min™, coluna Gemini 5 pm C18 (250 x
4,6 mm) e pré-coluna com 0 mesmo recheio da coluna, comprimento de onda de 231,
246 e 220 nm (quincloraque, bispiribaque-sédico e tebuconazole, respectivamente),
permitiram a separagao e quantificacao satisfatéria dos compostos em estudo.

A deteccdo por DAD foi adequada, uma vez que permitiu monitorar
simultaneamente diferentes comprimentos de onda, fornecendo o espectro de absorgcao
molecular de cada pesticida e possibilitando assim, a confirmacao da identidade dos

compostos.
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A validacao do método analitico foi realizada a fim de se avaliar a confiabilidade
das informagbes geradas e para os diversos parametros avaliados obtiveram-se
resultados satisfatérios.

As curvas analiticas apresentaram linearidade entre 0,03 a 10 mg L para
quincloraque, 0,1 a 10 mg L™ para bispiribaque-sédico e entre 0,05 a 10 mg L™ para
tebuconazole, com coeficientes de determinagéo maiores que 0,9999.

Os valores de limite de deteccdo e quantificacdo permitem que sejam
determinados residuos de pesticidas em aguas de superficie, as quais apresentam
elevado conteudo de compostos interferentes. Os resultados de LOQ obtidos foram 1,2
nug L' para bispiribaque-sédico, 0,4 pg L' para quincloraque e 0,6 pg L' para
tebuconazole.

O método apresentou valores de recuperagdo entre 76,1 e 116,5%,
comprovando a confiabilidade do método desenvolvido, uma vez que, de acordo com a
literatura para a validacao de métodos cromatograficos, as recuperacdes precisam estar
entre 70 e 120%.

Os valores de precisao obtidos foram inferiores a 19,8%, encontrando-se dentro
dos limites aceitaveis (RSD < 20%).

O método validado foi aplicado em um experimento a campo conduzido na
varzea experimental da UFSM, a fim de estudar a dissipagdo dos pesticidas em agua
de lavoura de arroz irrigado, mostrando-se bastante eficiente.

Analisando os resultados obtidos, no estudo de dissipagdo dos pesticidas, para
as amostras de agua de lavoura de arroz irrigado, na safra em estudo, o herbicida
bispiribaque-sddico foi encontrado até 28 dias apds a aplicagdo e a concentracao
encontrada foi de 1,22 pug L. Dentro das primeiras 24 h apés a aplicacdo do herbicida,
o0 bispiribaque-sédico apresentou baixa disponibilidade, sendo detectado em
concentracao menor comparado com o primeiro dia apds a aplicacdo do composto. Isso
pode ser explicado pelas interagdes do pesticida com a matéria organica presente o
sedimento e na agua e pela solubilizacao do produto aplicado no sistema aquoso.

Observando os resultados de concentragdo e a dissipacao do quincloraque em
amostras de agua de lavoura de arroz irrigado foi encontrada uma concentragdo de

1,74 pg L™ na l1amina de agua 91 dias apés a aplicagdo deste composto.



96

Ja o fungicida tebuconazole apresentou residuos nas amostras de &agua
analisadas até 21 dias ap6s a aplicacdo, sendo que a concentragdo encontrada foi de
0,75 ug L.

Vale salientar que, além das propriedades fisico-quimicas dos compostos
estudados, os experimentos sdo realizados a campo, e diversos fatores ambientais
como, por exemplo, temperatura, vento, luminosidade, chuva, presenca de matéria
organica na agua e no solo, podem alterar a dissipagdo destes compostos.

Segundo o estudo de dissipacao realizado, devido ao grande periodo de tempo
que os pesticidas foram encontrados nas amostras, existe a necessidade da
implantacdo de planos de gerenciamento, de manejo da cultura de arroz irrigado e de
desempenho para proteger o ambiente e a vida aquatica, uma vez que a drenagem da
agua da lavoura das culturas de arroz coincide com a época de reproducao dos peixes.
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TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Os reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento deste estudo foram
recolhidos, colocados em recipientes separados e rotulados como halogenados e nao-
halogenados e logo apds, encaminhados para o Almoxarifado, responsavel pelo
tratamento final dos residuos gerados, no Departamento de Quimica da UFSM.

Os residuos sélidos foram colocados em sacos plasticos de cor preta,
devidamente rotulados e logo em seguida, também encaminhados ao Almoxarifado do
Departamento de Quimica da UFSM.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Determinagédo, na agua de lavoura de arroz irrigado, de outros pesticidas também

utilizados na cultura arrozeira;

- Estudo em campo e no laboratério, da estabilidade dos pesticidas em amostras de
agua de lavoura de arroz irrigado e em amostras de graos de arroz, com o objetivo de

tracar o perfil de persisténcia destes pesticidas no sistema de cultivo de arroz irrigado.

- Estudo em campo e no laboratério da estabilidade herbicidas em amostras de graos
de arroz, com o objetivo de tracar o perfil de persisténcia destes pesticidas no sistema
de cultivo de arroz irrigado.
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ANEXOS

ANEXO A - Herbicidas recomendados para a cultura do arroz irrigado no Brasil

IDA LMR IS
Nome Comum N2 CAS Grupo Quimico P P ]
(mg kg pc)  (mgkg™) (dias)

2,4-D 94-75-7 acido ariloxialcandico 1 0,2 -
Azinsulfurom 120162-55-2 sulfoniluréia 0,1 - -
Bentazona 25057-89-0 benzotiadiazinona 0,1 0,02 60
Bispiribaque-sédico 125401-92-5 acido pirimidiniloxibenzoico 0,01 0,01 118
Carfentrazona-etilica 128639-02-1 triazolona 0,03 0,02 66
Cialofope-butilico 122008-85-9  acido ariloxifenoxipropidnico 0,003 0,01 77
Ciclossulfamurom 136849-15-5 sulfoniluréia 0,03 0,1 111
Clomazone 81777-89-1 isoxazolidinona 0,04 0,1 -
Dibrometo de diquate 85-00-7 bipiridilio 0,002 0,2 7
Dicloreto de paraquate 1910-42-5 bipiridilio 0,004 0,5 7
Etoxissulfurom 126801-58-9 sulfoniluréia 0,04 0,05 50
Glifosato 1071-83-6 glicina substituida 0,042 0,2 -
Imazapique 104098-48-8 imidazolinona 0,5 0,05 60
Imazetapir 81335-77-5 imidazolinona 0,25 0,05 60
Metsulfurom-metilico 74223-64-6 sulfoniluréia 0,01 0,02 30
Molinato 2212-67-1 tiocarbamato 0,02 0,1 -

FEE



Oxadiazona
Oxifluorfem
Pendimetalina
Penoxsulam

Picloram
Pirazossulfurom-etilico

Propanil

Quincloraque
Sulfosato
Tiobencarbe
Triclopir-butotilico

Trifluralina

19666-30-9
42874-03-3
40487-42-1
219714-96-2
1918-02-1
93697-74-6
709-98-8

84087-01-4
81591-81-3
28249-77-6
64700-56-7
1582-09-8

oxadiazolona
éter difenilico
dinitroanilina
sulfonanilida triazolopirimidina

acido piridinocarboxilico

sulfoniluréia
anilida
acido quinolinocarboxilico
glicina substituida

tiocarbamato

acido piridiniloxialcandico

dinitroanilina

0,005
0,003
0,1
0,05
0,07
0,006
0,005

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

0,05
0,05
0,05
0,01
0,1
0,01
2

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

98
90
30
80

90

pc = peso corporal; IDA = Ingestéo diaria aceitavel; LMR = Limite maximo de residuos; IS = intervalo de seguranga para a cultura do arroz

Fonte: AGROFIT, 2008
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ANEXO B - Fungicidas recomendados para a cultura do arroz irrigado no Brasil

Nome comum Ne CAS Grupo quimico IDA: LMR ] 'S
(mg kg~ pc*)  (mgkg) (dias)
Clorotalonil 1897-45-6 ftalamidas 0,03 2 15
Edifenfés 17109-49-8 organofosforados 0,003 0,2 14
Mancozebe 8018-01-7 ditiocarbamatos 0,03 5 32
Tebuconazole 107534-96-3 triazéis 0,03 0,1 35
Triciclazole 41814-78-2 benzotiazois - 0,05 30
Acetato de fentin 900-95-8 organoestamicos 0,0005 0,1 21
Hidroxido de fentin 76-87-9 organoestamicos 0,0005 0,1 21
Trifloxistrobina 141517-21-7 estrubirulina 0,03 0,2 15
Difeconazole 119446-68-3 triazéis 0,6 1,0 45
Casugamicina 6980-18-3 antibidtico - 0,04 21

pc = peso corporal; IDA = Ingestao diaria aceitavel; LMR = Limite maximo de residuos; IS = intervalo de seguranga para a cultura do arroz

Fonte: AGROFIT, 2008
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ANEXO C - Distribuicao t

Valor de t para um intervalo de confianga de 90% 95% 98% 99%

Valor critico de /t/ para P valores de niumero de 0,10 0,05 0,02 0,01

graus de liberdade
1 6,31 12,71 31,82 63,66
2 2,92 4,30 6,96 9,92
3 2,35 3,18 4,54 5,84
4 2,13 2,78 3,75 4,60
5 2,02 2,57 3,36 4,03
6 1,94 2,45 3,14 3,71
7 1,89 2,36 3,00 3,50
8 1,86 2,31 2,90 3,36
9 1,83 2,26 2,82 3,25
10 1,81 2,23 2,76 3,17
12 1,78 2,18 2,68 3,05
14 1,76 2,14 2,62 2,98
16 1,75 2,12 2,58 2,92
18 1,73 2,10 2,55 2,88
20 1,72 2,09 2,53 2,85
30 1,70 2,04 2,46 2,75
50 1,68 2,01 2,40 2,68
0 1,64 1,96 2,33 2,58

Os valores criticos de /t/ sdo apropriados para um teste bilateral. Para um teste unilateral o valor é tomado a partir da coluna para 2 vezes o valor
de P desejado, por exemplo, para um P=0,05 e 5 graus de liberdade, o valor critico é lido a partir da coluna de P=0,10 e é igual 0,02.
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APENDICES

APENDICE 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 a aplicacao dos
herbicidas bispiribaque-sédico e quincloraque

Dias apés a aplicacao dos

herbicidas Data

0 07.01.2008
19 08.01.2008
2° 09.01.2008
3° 10.01.2008
5° 12.01.2008
7° 14.01.2008
10° 17.01.2008
14° 21.01.2008
21° 28.01.2008
28° 04.02.2008
35° 11.02.2008
42° 18.02.2008
49° 25.02.2008
56° 03.03.2008
63° 10.03.2008
70° 17.03.2008
77° 24.03.2008
84° 31.03.2008
91° 07.04.2008

A aplicacao dos herbicidas foi realizada dia 07.01.2008



Tabela 2. Datas das coletas de agua dos experimentos com a aplicacao do

fungicida tebuconazole

Dias apés a aplicacao dos

herbicidas Data
19 08.03.2008
2° 09.03.2008
3° 10.03.2008
5° 12.03.2008
7° 14.03.2008
10° 17.03.2008
140 21.03.2008
21° 28.03.2008
28° 04.04.2008
35¢ 11.04.2008

A aplicagdo do fungicida foi realizada dia 08.03.2008
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APENDICE B - Figuras ilustrando a dissipacdo do pesticida bispiribaque-sédico

em amostras de agua de lavoura de arroz irrigado
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Figura 1. Perfil de dissipacao do herbicida bispiribaque-sédico em amostras de

agua de lavoura de arroz irrigado, nas trés repeticoes estudadas (T1R1, T1IR2 e

T1R3)
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Figura 2. Grafico contendo a dissipacao do bispiribaque-sédico nas amostras de

agua, nas trés repeticoes estudadas (T1R1, T1IR2 e T1R3) e fazendo uma média
destas trés repeticoes (T1Rmédio)
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APENDICE C - llustracdo da dissipacdo do herbicida quincloraque em amostras

de agua de lavoura de arroz irrigado
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Figura 1. Perfil de dissipacao do herbicida quincloraque em amostras de agua de

lavoura de arroz irrigado, nas trés repeticoes estudadas (T2R1, T2R2 e T2R3)
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Figura 2. Grafico contendo a dissipacao do quincloraque nas amostras de agua,
nas trés repeticoes estudadas (T2R1, T2R2 e T2R3) e fazendo uma média destas
trés repeticoes (T2Rmédio)



121

APENDICE D - llustracdo da dissipacdo do fungicida tebuconazole em amostras
de agua de lavoura de arroz irrigado
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Figura 1. Perfil de dissipacao do tebuconazole em amostras de agua de lavoura
de arroz irrigado (T3R1)
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APENDICE E - Foto da lavoura de arroz irrigado no Campus da UFSM

Figura 1. Lavoura de arroz irrigado localizada no Campus da UFSM onde foram

realizados os experimentos de campo deste estudo



