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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduacao em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

ESTUDO DE M!'ETODOS EMPREGANDO HPLC-DAD E LC-MS/MS PARA A
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM AGUA E SOLO DO
CULTIVO DE ARROZ IRRIGADO

AUTOR: FABIO FERREIRA GONCALVES
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, dezembro de 2007

A lavoura arrozeira do Rio Grande do Sul (RS) é responsavel por cerca de
50% da producédo brasileira de arroz, e o0 sucesso da producdo depende,
geralmente, da aplicacdo de substancias quimicas. Muitas areas cultivadas sao
infestadas com arroz vermelho que causa prejuizo na producdo e na
comercializagao dos graos. Neste sentido, foi desenvolvida uma cultivar adaptada ao
cultivo de arroz irrigado tolerante a herbicidas imidazolinonas usados para o controle
do arroz vermelho. O cultivo de arroz irrigado gera um grande impacto ao meio
ambiente, tanto em quantidade como na qualidade das aguas. Neste trabalho, foi
desenvolvido e validado um método para determinacdo, em aguas e solos, de
residuos dos herbicidas clomazona, imazapique e imazetapir. Foram determinados
por HPLC-DAD, utilizando-se fase moével de acetonitrila:agua e fase estacionaria
C18, para as amostras de solo foi feita a confirmacao por LC-MS/MS, com fonte de
ionizag&o electrospray no modo ESI+. Para pré-concentracdo das amostras utilizou-
se SPE com cartuchos C18. Os herbicidas foram eluidos com
diclorometano:metanol, e para extracdo nos solos foi utilizada extragdo com solvente
e ultra-som. Os parametros de validacdo do método incluem curva analitica e
linearidade, limite de deteccao (LOD) e de quantificagdo (LOQ), precisao e exatidao
(recuperacéo). Todas as curvas analiticas apresentaram valores de r* maiores que
0,99. Os LOQs para o método, considerando a etapa de pré-concentracdao de 200
vezes, foram de 0,12 pg L™ para os herbicidas imazetapir e imazapique e 0,25 pg L™
para o clomazona em amostras de agua. Para as amostras de solo os valores de
LOQ foram de 2,5 pg kg para imazetapir e imazapique e de 5,0 pg kg’ para
clomazona, por HPLC-DAD. Os valores de LOQ para as amostras de solo para o
sistema LC-MS/MS foram de 25,0 ng kg"'. As recuperacdes ficaram entre 80,9 e
106,7%, com RSDs menores que 9,0% para as amostras de agua e recuperacoes
entre 89,3 e 105,7% com RSDs menores que 8,7% para amostras de solo. O
método foi aplicado em estudos de dissipacdo na lavoura de arroz irrigado e na
determinacao da concentracéo residual em amostras de solo, onde foram aplicados
os herbicidas, nas safras de 2004/05, 2005/06 e 2006/07. Foram encontrados
residuos de imazetapir até no maximo em 28 dias e do imazapique em 21 dias apés
aplicacado e o clomazona até 42 dias apos aplicacao dos produtos em amostras de
agua. Nas amostras de solo, foram encontrados residuos de imazetapir e
imazapique em diferentes profundidades coletadas.

Palavras-chave: HPLC-DAD; LC-MS/MS; pesticidas; aguas; solos; arroz irrigado
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ABSTRACT

Doctoral Thesis
Programa de P6s-Graduacao em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

STUDY OF METHODS USING HPLC-DAD AND LC-MS/MS FOR THE
DETERMINATION OF RESIDUES OF HERBICIDES IN WATER AND SOIL OF THE
IRRIGATED RICE CULTIVATION

AUTHOR: FABIO FERREIRA GONCALVES
ADVISOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Date and Place: December, 2007, Santa Maria

The irrigated agriculture of Rio Grande do Sul (RS) it is responsible for about 50% of
the Brazilian production of rice, and the success of the production depends,
generally, of the application of chemical substances. Many of the cultivated areas are
infested with red rice, which cause damages in the production and commercialization
of the grains. In this sense, it was developed to cultivate that was adapted to the
cultivation of tolerant irrigated rice to the imidazolinones herbicides used for the
control of the red rice. The cultivation of irrigated rice generates a great impact to the
environment, so much in amount as in the quality of the waters. In this work it was
developed and validated a method for determination, in waters and soils, of
clomazone, imazapic and imazethapyr herbicides residues. They were analysed for
HPLC-DAD, being used mobile phase of acetonitrile:water and stationary phase C18
and for the soil samples it was made the confirmation by LC-MS/MS, with ionization
electrospray in the way ESI+ mode. For pre-concentration of the samples SPE was
used with cartridges C18. The herbicides were eluated with
dichlorometane:methanol, and for extraction in the soils was used solvent and
ultrasonic bath. The parameters of validation of the method include analytical curve,
linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision and accuracy
(recovery). Whole the analytical curves presented larger values of r? more than 0.99.
The LOQs for the method, considering the stage of pre-concentration of 200 times,
were 0.12 pg L™ for the imazethapyr and imazapic herbicides and 0.25 ug L™ for the
clomazone in samples of water. For the soil samples the values of LOQ were of 2.5
Hg kg for imazethapyr and imazapic and 5.0 Hg kg for clomazone by HPLC-DAD.
The values of LOQ for the soil samples for the system LC-MS/MS was 25.0 ng kg™
The recoveries were between 80.9 and 106.7%, with RSDs smaller than 9.0% for the
samples of water and recoveries between 89.3 and 105.7% with smaller RSDs than
8.7% for soil samples. The method was applied in dissipation studies in the irrigated
rice and in the determination of the residual concentration in soil samples, where
were applied the herbicides, in the crops of 2004/05, 2005/06 and 2006/07. They
were found imazethapyr residues at the most 28 days and of the imazapic 21 days
after application and the clomazone until 42 days after application of the products in
samples of water. In the soil samples were found imazethapyr residues and imazapic
in different collected depths.

Keywords: HPLC-DAD; LC-MS/MS, pesticides, water, soil; irrigated rice
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1 INTRODUCAO

O homem tem usado recursos da natureza sem a preocupacado de reposicao
ou preservacao. Devido a esta mentalidade, varias regiées do globo terrestre estao
ameacadas por causa da poluicdo. O homem, de modo geral, ainda nao se
conscientizou da importancia em preservar as fontes de agua. Uma preocupacao tao
antiga quanto o Império Romano. Naquela época, havia uma lei que obrigava o povo
a cuidar bem das nascentes e dos canais, condenando severamente 0s que
colocassem em risco as reservas de agua ou desviassem seus cursos. De |4 para
ca, a populacdo mundial cresceu muito bem como as fontes poluidoras. Ha 2000
anos a populagao era apenas 3% do que é hoje; a partir de 1950 o consumo mundial
triplicou e o consumo médio por habitante foi ampliado em 50%, mas a quantidade
de agua disponivel € a mesma. Apesar disso, 0 homem continua praticando atos
que contribuem para reduzir o volume e a qualidade da agua no planeta.

Os pesticidas sdo compostos indispensaveis para a agricultura por
possibilitarem a producdo de grande quantidade de alimentos, necessarios para
atender a demanda que é cada vez maior. Desde o inicio de seu desenvolvimento, a
producdo agricola esta diretamente relacionada com a aplicacdo de substancias
quimicas para controlar as pestes que atacam os produtos agricolas, prejudicando
as colheitas, fazendo com que aumente a produgédo e o desenvolvimento de novos
pesticidas. O solo foi considerado, durante muito tempo, um sistema fechado,
isolado e inerte, no qual era possivel fazer depdsito de residuos sem que houvesse
maiores problemas para os organismos que nele viviam. Isso ndo é verdade, pois 0
solo faz parte de um sistema e estd em constante renovacdo, embora esta
renovacao algumas vezes seja lenta.

A aplicacdo indiscriminada de pesticidas conduz, geralmente a graves
problemas ambientais. Os pesticidas muitas vezes sado toxicos, podendo ser
classificados como cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e mimetizadores de

hormonios; sdo aplicados em grande quantidade, em areas bastante extensas e



também no emprego domissanitario, e geralmente possuem uma grande
persisténcia no meio ambiente.

Desta forma, pode-se compreender o papel importante desempenhado pela
Quimica Analitica, ciéncia que estuda e desenvolve novos métodos capazes de
identificar e quantificar constituintes de uma amostra. Alguns desses constituintes
podem ser os herbicidas clomazona, imazapique e imazetapir, que sao utilizados na
cultura de arroz irrigado.

Estes compostos sdo bastante usados no cultivo de arroz irrigado, uma
importante atividade agricola do Sul do Brasil, podendo vir a contaminar os
mananciais hidricos e/ou persistirem no solo. Por isso, o desenvolvimento de novos
métodos que possam ser utilizados para o monitoramento destes compostos no
meio ambiente é de suma importancia, pois a qualidade da agua influencia também
na saude da populacdo. Considerando o carater imprescindivel da agua para a vida
na terra, a importdncia do uso de pesticidas para atender a demanda mundial
crescente de alimentos e a consequente possibilidade destes contaminarem o meio
ambiente e 0 homem, os objetivos deste trabalho foram: (i) desenvolver e validar um
método simples, rapido, sensivel e eficiente para determinar os herbicidas
clomazona, imazapique e imazetapir em aguas de superficie por SPE e HPLC-DAD;
(i) desenvolver e validar um método para determinar os herbicidas clomazona,
imazapique e imazetapir em solos com extracao por ultra-som e determinacao por
HPLC-DAD e LC-MS/MS; (iii) realizar um estudo de acompanhamento da dissipacao
destes herbicidas em lavoura de arroz irrigado para avaliar o seu comportamento
nesse tipo de amostra; iv) avaliar a persisténcia residual dos herbicidas imazapique
e imazetapir em amostras de solo e v) determinar o tempo de meia-vida em agua de

lavoura dos herbicidas estudados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O arroz

2.1.1 Caracteristicas botanicas e morfologicas

O arroz (Oryza sativa, L.) pertence a familia Gramineae e subfamilia Pooideae
originario do sudoeste da Asia que compreende a regido leste da india, Indochina e
sul da China e dentre os cereais cultivados, € 0 que mais se destaca, por ser
alimento basico da maioria da populagdo. Segundo a FAO (2004) ja foram
identificadas 140.000 variedades de arroz, sendo que as principais diferencas
observadas entre elas sdo: origem genética (japbnica ou indica), dimensdes (curto,
médio e longo) e composicdo do amido quanto ao teor de amilose (baixo, médio ou
alto), o que estéa relacionado com suas caracteristicas de cozimento: arroz solto ou
arroz grudento.

Segundo Vieira e Carvalho (VIEIRA et al., 1999) o arroz € um cereal
consumido principalmente como grao inteiro, constituido por diversos tecidos, que
apresentam estrutura, composicao quimica e fungdes diferenciadas.

2.1.2 Importancia econémica do arroz

Cultivado e consumido em todos os continentes, o arroz destaca-se pela
producdo e area de cultivo, desempenhando papel estratégico tanto no aspecto
econbémico quanto social.

O arroz é um dos mais importantes graos em termos de valor econdmico. E

considerado o cultivo alimentar de maior importancia em muitos paises em



desenvolvimento, principalmente na Asia e Oceania, onde vivem 70% da populacdo
total dos paises em desenvolvimento e cerca de dois tercos da populacédo subnutrida
mundial. E alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e, segundo
estimativas, até 2050, havera uma demanda para atender ao dobro desta populacao
(FAO, 2004b).

Cerca de 150 milhdes de hectares de arroz sdo cultivados anualmente no
mundo, produzindo 590 milhdes de toneladas, sendo que mais de 75% desta
producédo é oriunda do sistema de cultivo irrigado (EMBRAPA, 2007). A China é o
maior produtor mundial, contribuindo com 30,7% do total produzido, seguida pela
india com 20,4% (FAO, 2004b). Aproximadamente 90% de todo o arroz do mundo é
cultivado e consumido na Asia. A América Latina ocupa o segundo lugar em
producgéo e o terceiro em consumo (EMBRAPA, 2003).

O Brasil esta na 102 posicao entre os maiores produtores, contribui com 1,8%
de todo o arroz produzido no mundo e é responsavel por 50% da produgcédo da
América Latina e € o maior exportador da América Latina e Caribe (FAO, 2004a;
FAO 2004b). Na safra 2005/06, foram cultivados 2,97 milhdes de ha de arroz (9,7%
da area total cultivada no Brasil) com uma producado total de 11,5 milhdes de
toneladas (CONAB, 2006).

O arroz ocupa o terceiro lugar em area, terceiro em producdo e quarto em
valor de producgao (IBGE, 2005). Sempre presente na mesa do brasileiro, o0 arroz tem
um consumo anual entre 45 a 50 kg, o terceiro mais elevado na América Latina. O
Brasil tem uma cultura arrozeira que visa o abastecimento do mercado interno. O Rio
Grande do Sul (RS) é o maior produtor brasileiro, dos 1,3 milhdes de ha com arroz
irrigado cultivados anualmente no Brasil, 1 milhdo estao localizados no RS e é o
responsavel por pequenas exportagdes. No RS a producao de arroz é praticada sob
clima subtropical na sua minoria em grandes fazendas (média de 200 ha)
completamente mecanizadas (OLIVEIRA, 2006; FAO, 2004b).

A producdo do RS representa mais de 58% da producéao brasileira de arroz.
Os patamares de produtividade de arroz irrigado sédo elevados, tendo atingido na
safra 2004/05, um valor médio de 6,0 t ha’ (CONAB, 2006; OLIVEIRA, 2006),
produtividade semelhante as obtidas em paises tradicionais no cultivo de arroz
irrigado como Estados Unidos da América, Australia e Japao. Esta alta produtividade
estd associada ao intenso uso de agroquimicos, tanto de adubos e fertilizantes,
qguanto de pesticidas.



Outros grandes produtores sao os estados de Mato Grosso, Santa Catarina,
Maranhao, Para, Tocantins e Goias (IBGE, 2005). A producdo de arroz por estado

brasileiro estd demonstrada na Figura 1.

Produgao de arroz por
estado, média 2001 - 2003
toneladas
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Figura 1 - Producao de arroz por estado brasileiro, nos anos 2001-2003 (Fonte:
IBGE, 2005)

2.2 O Solo

2.2.1 Conceito e definicao de solo

Tecnicamente, o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SiBCS -
EMBRAPA) define solo como “uma colecdo de corpos naturais, constituidos por
partes sélidas, liquidas e gasosas, tridimensionais, dinamicos, formados por
materiais minerais e organicos, que ocupam a maior parte do manto superficial das
extensdes continentais do nosso planeta, contém matéria viva e podem ser



vegetados na natureza, onde ocorrem. Ocasionalmente podem ter sido modificados
por atividades humanas” (EMBRAPA, 2007; BARCELO, 2004).

O solo é um sistema, sendo que pode ser decomposto em partes menores, €
que para existir e funcionar dependem do funcionamento harménico destas partes
(RESENDE et al., 2002).

O solo € um sistema composto por matéria no estado sélido, liquido e gasoso,
chamadas fases. A fase gasosa do solo, ou atmosfera do solo, é diferente da
atmosfera terrestre. A atmosfera do solo possui maior concentracdo de gas
carbdnico (até 40% mais), devido a respiracdo dos microrganismos e das raizes,
além de possuir menos oxigénio. A fase liquida do solo representa um reservatorio
de agua e nutrientes nela dissolvidos que podem ser utilizados pelas plantas e pelos
organismos que ali vivem, sendo também em meio para reacdes quimicas
(AZEVEDO & DALMOLIN, 2006; BARCELO, 2004).

A fase sélida do solo pode ser classificada quanto a sua natureza (mineral ou
organica) e quanto ao tamanho das particulas. Na maioria dos solos, as particulas
minerais (vindas diretamente das rochas) predominam sobre as particulas organicas
(resultado da transformacao de restos vegetais e animais).

E importante entender estes aspectos do solo, porque suas funcdes
ambientais estdo baseadas nas relagcdes de troca de energia e matéria com o0s
sistemas que estdo no seu mesmo nivel hierarquico (hidrosfera, litosfera, atmosfera,
biosfera), no nivel superior (planeta Terra) e no inferior (fase sélida, liquida e
gasosa).

A ciéncia que estuda o solo é chamada pedologia, e a ciéncia que estuda
especificamente o solo aravel, chamada de edafologia (RESENDE et al., 2002;
AZEVEDO & DALMOLIN, 2006). Um solo, apés atingir sua maturidade, apresenta a
partir da superficie, o perfil ilustrado na Figura 2. Observa-se que o perfil do solo é
caracterizado por varias zonas designadas como horizontes O, A, E, B, e C. As
espessuras de cada horizonte sdo bastante variadas, apresentando desde
centimetros até metros (RESENDE et al., 2002; AZEVEDO & DALMOLIN, 2006).



+ O - Horizonte com predominéncia de restos orgénicos

= A - Horizonte mineral escurecido pela acumulagio de

1 Mmatéria organica

-E - Haorizonte de cores claras, de onde as argilas e outras
particulas finas foram lixiviadas pelas aguas percolantes

B - Horizonte de acumulagdo de materiais provenientes dos
| horizontes superiores, nomeadamente argilas. Pode
| apresentar cores avermelhadas, devido & presenca de
we dxidos e hidrdwdidos de ferro.

- C - Horizonte constituido por material ndo consolidado

- R - Rocha consolidada

Figura 2 - Perfil do solo mostrando os horizontes caracteristicos (Fonte:
CETESB, 2007)

2.2.2 Propriedades Fisicas e Quimicas do solo

O solo é variavel nas trés dimensdes. Quando observamos uma variagdo num
corte vertical, tem-se um perfil (Figura 2), isto é, a face de um conjunto de secdes,
zonas ou faixas paralelas a superficie. Quando estas camadas evidenciam as
diferencas, sdo chamadas de horizontes (por efeito dos processos formadores do
solo) (RESENDE et al., 2002; AZEVEDO & DALMOLIN, 2006).

Entre os solos, e dentro de cada solo, os horizontes podem diferir entre si nas
propriedades: constituicdo, cor, textura, estrutura, porosidade, consisténcia,
pedoclima, pedoforma (RESENDE et al, 2002). Dependendo da espécie
mineralégica que deu origem e dos mecanismos de intemperismo e transporte, o
solo apresenta diferentes conteldos das fragdes: areias, siltes ou argilas.

A fase soélida do solo é constituida por particulas minerais e organicas. Estas
particulas possuem varios tamanhos (Tabela 1) e a distribuicdo do tamanho de



particulas do solo se encontra em cada intervalo de tamanho (AZEVEDO &
DALMOLIN, 2006).

Tabela 1 - Escala de tamanho de particulas (Adaptada de RESENDE, 2002).

Fracao Diametro (mm)
Areia grossa 2-0,2

Areia fina 0,2-0,05
Silte 0,05 - 0,002
Argila <0,002

A textura refere-se justamente a proporcao das fragdes de areia, silte e argila
encontrada no solo, sendo agrupada em 13 classes. Estas 13 classes texturais
podem ser generalizadas originando 5 classes gerais, muito utilizadas para
classificacao de solos (RESENDE et al., 2002; AZEVEDO & DALMOLIN, 2006):

Textura arenosa — compreende solos que apresentam teor de argila menor
que 15%.

Textura média — solos que apresentam menos que 35% de argila e mais de
15% de areia, com excegao das classes areia.

Textura argilosa — quando o teor de argila estiver entre 35 e 60%.

Textura muito argilosa — quando o teor de argila for superior a 60%.

Textura siltosa — quando o solo apresentar predominantemente a fracado
silte, com menos de 15% de argila e menos de 35% de areia.

A textura também influencia no comportamento fisico do solo, estando
diretamente ligada ao arranjo das particulas (estrutura), oferecendo maior ou menor
resisténcia a degradacdo por erosdo. A textura também estd relacionada ao
desenvolvimento das plantas, pois influencia na disponibilidade de nutrientes, da
agua e na penetracao das raizes (BARIZON et al., 2005). A argila é considerada a
mais importante fracdo granulométrica do solo, pois além das propriedades fisicas,
condiciona também as propriedades quimicas do solo.

-Teor de Matéria Organica (RESENDE et al, 2002; AZEVEDO &
DALMOLIN, 2006): Um solo ideal é constituido por minerais (45%), poros ocupados
pelo ar (25%) e pela agua (25%), pela matéria organica (5%) e microrganismos,
podendo a proporcado de cada uma destas partes variar bastante de solo para solo,

embora nos solos tropicais, os teores de matéria organica dificilmente ultrapassam
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em 2%. A matéria organica do solo (MOS) é resultante da deposicdo natural de
residuos vegetais (exudados e/ou morte de raizes, queda de folhas, galhos, frutos,
etc) e animais (excrementos e/ou morte da biota) que chegam ao solo, podendo ter
a sua origem também no préprio homem, por meio da adubacao orgéanica feita com
estercos (bovinos, de aves e de suinos), compostos organicos preparados na
fazenda, adicdo de residuos vegetais, tais como restos de alimentos ou adubos
verdes plantados com a finalidade de incorporacao ao solo. A MOS tem efeito direto
sobre as caracteristicas fisicas, quimicas e biol6gicas dos solos, sendo considerada
uma peca fundamental para a manutencao da capacidade produtiva dos solos em
qualquer ecossistema terrestre. Do ponto de vista fisico, a MOS melhora a estrutura
do solo, reduz a plasticidade e a coesdo, aumenta a capacidade de retencdo de
agua e a aeracao, permitindo maior penetracdo e distribuicdo das raizes. A MOS
atua diretamente sobre a fertilidade do solo por constituir a principal fonte de macro
e micronutrientes essenciais as plantas, como também indiretamente, através da
disponibilidade dos nutrientes, devido a elevacdo do pH, além de aumentar a
capacidade de retencao dos nutrientes, evitando suas perdas (BARIZON et al.,
2005).

As propriedades quimicas dos solos (pH, teor de nutrientes, capacidade de
troca ibnica, condutividade elétrica e matéria organica) sdo, ao lado da atividade
biolégica, responsaveis pelos principais mecanismos de atenuacdo de poluentes
nesse meio (KAH et al., 2007). Entre estes, podem ser destacadas a adsorcéo, a
fixacdo quimica, precipitacdo, oxidacdo e a neutralizagdo que, invariavelmente
ocorrem no solo e através do manejo de suas propriedades, podem ser
incrementados.

Muitas das funcbes que o solo desempenha no ambiente ndo seriam
possiveis sem suas propriedades quimicas. A principal propriedade quimica do solo
€ a Capacidade de Troca de Cations (CTC), que é a medida da quantidade de
cargas elétricas no solo e que determina a capacidade que o solo tem de trocar
cations. Esta é uma propriedade importante do solo, pois funciona como um
reservatério de nutrientes, evitando que os mesmos sejam lixiviados durante e apés
uma chuva. De modo grosseiro, podemos assumir que quanto mais argiloso o solo,
quanto maior o conteido de matéria organica e quanto maior o pH, maior sera a
CTC. No solo, hda uma grande presenca de cargas elétricas positivas e negativas,
originadas dos componentes do solo, tanto dos minerais quanto da matéria organica.
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A fracdo argila e outras fracbes como silte, por exemplo, em menor quantidade,
podem apresentar essas duas cargas (BARIZON et al., 2005, RESENDE et al.,
2002; AZEVEDO & DALMOLIN, 2006).

Alguns dos solos apresentam o numero de cargas negativas maiores que o
namero de cargas positivas e sdo conhecidos como solos eletronegativos. Essas
cargas negativas, que encontram-se na superficie dos minerais de argila e da
matéria organica, sdo capazes de adsorver fons com cargas opostas: Ca**, Mg®*, K,
H*, etc. Desta maneira se estabelece uma interagdo entre a fase sélida do solo e os
cations provenientes da solugdo do solo, que ficam aderidos as superficies solidas
do solo.

2.2.3 Solos de varzea

Os solos cultivados com arroz irrigado na Regido Subtropical do Brasil,
especificamente nos Estados do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) séo
encontrados, principalmente, nos ecossistemas de varzeas (solos de varzea)
formados por planicies de rios, lagoas e lagunas, apresentando uma caracteristica
comum: a formacdo em condicdes variadas de deficiéncia de drenagem
(hidromorfismo).

Os solos cultivados com arroz irrigado no RS e SC apresentam drenagem
naturalmente deficiente, decorrente de densidade elevada, baixa porosidade total,
alta relacdo micro/macroporos, presenca de camada subsuperficial com baixa
permeabilidade e do relevo plano a suave ondulado. Parte destas condicées séo
acentuadas pelo preparo do solo realizado em condicbes de umidade excessiva.
Solos situados em patamares mais elevados ou em terras adjacentes as varzeas, de
relevo suave ondulado a plano, eventualmente também sao usados com cultura de
arroz irrigado (EMBRAPA, 2007).

Até um determinado ponto, as condi¢des apresentadas pelos solos de varzea
podem ser consideradas favoraveis para o cultivo do arroz irrigado por reduzir as
perdas de agua e de nutrientes, porém sao restritivas ao desenvolvimento do
sistema radicular das culturas de sequeiro, podendo, em casos extremos de
compactacao, serem prejudiciais mesmo para o arroz irrigado. Em funcdo da
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heterogeneidade do material de origem e dos diferentes graus de hidromorfismo,
apresentam grande variacdo nas caracteristicas morfoldgicas, fisicas, quimicas e
mineralégicas, o que determina seu agrupamento em diferentes classes, com
diferentes limitacoes.

As principais classes em que estao incluidos os solos cultivados com arroz na
Regido subtropical, de acordo com o novo Sistema Brasileiro de Classificagdo de
Solos (EMBRAPA, 2007; RESENDE et al., 2002; AZEVEDO & DALMOLIN, 2006)
sao: Planossolos (antigos Planossolos e Solonetz Solodizado), Gleissolos (antigos
Glei Hamico e Pouco Humico, Hidromérficos Cinzentos e Solonchaks), Chernossolos
(antigos Brunizém), Plintossolos, Vertissolos, Neossolos Flavicos e Neossolos
Quartzarénicos Hidromorficos (antigos Solos Aluviais e Areias Quartzosas
Hidromorficas, respectivamente), Organossolos (antigos Solos Organicos) e
Espodossolos (antigos Podzbis). Nos patamares mais elevados das éareas de
varzea, podem ocorrer solos nao-hidromorficos de drenagem imperfeita/moderada
até boa, incluidos nas classes Argissolos, Alissolos e Luvissolos, desmembradas
dos antigos Podzolicos, além de Chernossolos, Cambissolos e Neossolos
Quartzarénicos Orticos (Areias Quartzosas).

2.3 Agricultura irrigada

2.3.1 O uso da agua na cultura do arroz irrigado

A agricultura irrigada visando a pratica da producao de alimentos € a que mais
contribui para o redirecionamento das aguas de seus cursos naturais. Isso é
verdade, principalmente em paises da Asia e do Saara Africano, onde entre 80 e
90% da agua doce é destinada para esse fim (FAO, 2004a). Atualmente, a irrigacao
€ utilizada em 17% das areas araveis do planeta, sendo responsavel por 40% da
producdo mundial de alimentos. A irrigacdo usa aproximadamente 70% total das
aguas retiradas do sistema global de rios, lagos e mananciais subterraneos e os
30% restantes sao utilizados para outros fins (industrial, geracdo de energia,
recreacao) (ANA, 2007).
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Apesar do Brasil ser detentor de aproximadamente 10% das aguas doces do
planeta, a maior parte dessa agua, aproximadamente 70%, esta localizada na bacia
Amazoénica, regido de menor indice demografico do pais, onde vivem apenas 7% da
populacdo. Sendo assim, a maior parte da populacdo brasileira tem que dividir os
30% restantes. Em relacdo a agua consumida no Brasil, metade ocorre na
agricultura irrigada, a qual esta vinculada a aproximadamente 5% da area cultivada,
o restante é utilizado para outros fins (industrial, geracdo de energia, recreacao)
(ANA, 2007; REBOUCAS et al., 2002; KRAUSE, 1997).

A pratica da irrigacao se constitui no maior usuario de aguas no pais. A regiao
Sul, demanda cerca de 41% (34% do total usado no Brasil) da agua usada na
irrigacdo (REBOUCAS et al., 2002). A agua € um dos mais importantes fatores na
producdo do arroz, pois influencia nas caracteristicas da planta, nas condigdes
nutricionais do solo, regula a temperatura e controla as plantas daninhas (SOSBAI,
2003).

No RS, predomina o cultivo do arroz irrigado com as sementes distribuidas em
solos secos com a semeadura feita em linhas ou a lango. O inicio da irrigagao ocorre
em torno da terceira semana apds a germinacdo e, na maioria das vezes, é
intermitente até a pré-colheita (EMBRAPA, 1999). Tradicionalmente, é utilizada a
irrigacdo continua com agua corrente, que se caracteriza por um elevado consumo
(15.000 m® ha™") e baixa eficiéncia (IRGA, 2007).

Com o decorrer do tempo, as vantagens do sistema sao suplantadas pelas
desvantagens ambientais. Apesar da grande contribuicdo do Estado do RS na
producdo de arroz, muito pouco, até o momento, se fez em relacdo a estudos de
comportamento e destino dos herbicidas no sistema, visando a manutengdo da

eficiéncia com menor risco e dano ambiental.

2.3.2 A necessidade de agua para o arroz irrigado

O cultivo de arroz pode ser realizado no sistema irrigado, cujas lavouras
concentram-se em sua grande maioria no Sul do Pais, ou no sistema de terras altas
(ou de sequeiro), que é mais utilizado no cerrado brasileiro. Pode ser realizado em 4

diferentes sistemas, os quais diferenciam-se, basicamente, quanto a forma de
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preparo do solo, métodos de semeadura e manejo inicial da agua e dividem-se em:
sistema convencional, cultivo minimo, plantio direto, pré-germinado, mix e
transplante de mudas.

Atualmente, no RS predomina o sistema de cultivo convencional (70,0%)
seguido dos sistemas minimo e plantio direto (19,0% da area) e pré-germinado + mix
(11,0%) (ZAFFARONI & TAVARES, 2007). Em Santa Catarina (SC), o sistema pré-
germinado é a unica forma de cultivo de arroz irrigado utilizado (SOSBAI, 2003).

O cultivo minimo é o sistema no qual se utiliza menor mobilizacdo do solo,
comparado ao convencional. O preparo do solo pode ser realizado tanto no verao
como no final do inverno e a semeadura é realizada diretamente sobre a cobertura
vegetal previamente dessecada com herbicida, sem revolvimento do solo, o que
diminui a incidéncia de plantas daninhas, principalmente arroz vermelho (SOSBAI,
2003).

O sistema pré-germinado caracteriza-se pelo uso de sementes pré-
germinadas em solo previamente inundado. Esse sistema tem-se mostrado mais
eficaz no manejo da agua, tendo em vista a boa distribuicdo da agua e um maior
planejamento no sistema de irrigacdo e drenagem. A manutencdo da lamina de
agua, apds a semeadura pode provocar a morte das sementes pré-germinadas por
falta de oxigénio, reduzindo a populagdo das plantulas de arroz (SOSBAI, 2003).
Para evitar esse problema, recomenda-se a drenagem dos quadros até o
estabelecimento das plantulas. Entretanto, com esta pratica, os nutrientes, coléides
em suspensao e os pesticidas aplicados sao liberados junto com a agua para o meio
ambiente. Portanto, no sistema pré-germinado, a drenagem da area apds a
semeadura pode desencadear grave problema ambiental, ao mesmo tempo que
pode causar perdas dos nutrientes e/ou de pesticidas que estao presentes na agua
de irrigacao que é liberada (MACHADO, 2003).

A irrigacdo da lavoura de arroz esta intimamente relacionada ao sistema de
cultivo adotado. A adocdo de um ou de outro sistema ira determinar diferengas na
época de inicio e fim da irrigacdo, manejo e consumo da agua e no preparo do solo.

Para suprir a necessidade de agua durante o ciclo para os cultivos
convencional, minimo e plantio direto, recomenda-se a utilizagdo de vazdes
continuas de 1,5a2,0 L s ha™', num periodo médio de irrigacdo de 80-100 dias. No
sistema pré-germinado, apesar do periodo de irrigacao ser proporcionalmente maior,

normalmente ocorre um menor consumo de agua. Para a manutencédo da lamina,
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vazdes em torno de 1,0 L s ha™ sdo suficientes, devido a menor percolagdo da
agua no solo. A Tabela 2 compara o consumo total de agua entre os diferentes

sistemas de cultivo de arroz irrigado no RS.

Tabela 2 - Estimativa do consumo total de agua para irrigacao do arroz no Rio
Grande do Sul (ZAFFARONI & TAVARES, 2007; OLIVEIRA, 2007)

Sistema de cultivo Area Area Consumo Consumo Consumo
(ha) (%) (1000 m*ha™) (1000 m®) (%)

Convencional, cultivo

. . 845500 89,0 17,28 14610240 94
minimo e plantio direto
Pré-germinado 104500 11,0 8,90 929967 6
Total 950000 100 - 15540207 100

No entanto, 0 manejo da agua é de fundamental importancia para o sucesso
na producédo de arroz irrigado. A agua, além de influenciar no aspecto fisico das
plantas, interfere também na disponibilidade dos nutrientes, na populacdo e
espécies de plantas daninhas presentes bem como na incidéncia de algumas pragas
e doencas. A quantidade de agua exigida para o cultivo de arroz € o somatério da
agua necessaria para saturar o solo, formar uma lamina, compensar a
evapotranspiragcdo e repor as perdas por percolacdo vertical, as perdas laterais e
dos canais de irrigagao.

2.4 Os Pesticidas

2.4.1 Conceitos e denominacoes dos pesticidas

A designacao do termo pesticida ja inaugura a polémica: ecologistas e
defensores do meio ambiente falam agrotdxicos, enquanto as industrias produtoras
usam a expressao “defensivos agricolas”. Agrotoxicos, defensivos agricolas,
praguicidas, pesticidas e até biocidas sdao denominacdes dadas as substancias
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quimicas, naturais ou sintéticas, destinadas a matar, controlar ou combater de algum
modo as pragas, no sentido mais amplo: tudo aquilo que ataca, lesa ou transmite
enfermidade as plantas, aos animais e ao homem. Adotando-se essa definigéo,
arrolam-se entre as pragas: insetos, carrapatos, aracnideos, roedores, fungos,
bactérias, ervas daninhas ou qualquer outra forma de vida animal ou vegetal danosa
a saude e ao bem-estar do homem, a lavoura, a pecudria e seus produtos e a outras
matérias-primas alimentares. Por extensao, incluem-se nesta categoria os agentes
desfolhantes, os dessecantes e as substancias reguladoras do crescimento vegetal.
Excluem-se as vacinas, os medicamentos, os antibiéticos de uso humano e
veterinario e os agentes usados para o controle biolégico das pragas (BARBOSA,
2004).

Segundo BAIRD (2002), os pesticidas sdo substancias que podem matar
diretamente um organismo indesejavel ou controla-lo de alguma maneira, por
exemplo, interferindo em seu processo reprodutivo. Segundo o Instituto de Recursos
Naturais da Gra-Bretanha (WRI, do inglés World Resources Institute) (1998), a maior
parte dos pesticidas utilizados pelos paises em desenvolvimento sdo os inseticidas,
0 que leva as pragas a criarem resisténcia e causarem grande parte dos danos a
saude. Os inseticidas organofosforados e carbamatos sdo menos persistentes que
os organoclorados, mas sao potencialmente mais tdxicos para os agricultores,
especialmente quando nao utilizados de maneira correta.

No Brasil, o Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei
n® 7802/1989, os defensivos agricolas, ou agrotéxicos, sdo produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas
e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composigao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as substancias de produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(BRASIL, 2002).

Para efeitos deste estudo, adotou-se a denominacao “pesticida”, seguindo a
tendéncia internacional empregada em publicacdes da area.

Atualmente, no Brasil, mais de 300 principios ativos e mais de 4.000 produtos

comerciais e formulacbes de pesticidas estdo no mercado e seu uso continua em
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crescimento, em funcdo do aumento da area cultivada, apesar da diminuicdo do
namero de usuarios. O maior emprego de pesticidas ocorre nas culturas de soja,

seguido do das culturas de cana-de-aglcar e algodao (SINDAG, 2007).

2.4.2 O uso de pesticidas

Os pesticidas comecaram a ser utilizados em escala mundial apés a segunda
grande Guerra Mundial, sendo que varios deles ja serviram de arma quimica nas
guerras da Coréia e do Vietna, como o Agente Laranja (mistura de 2,4-D € 2,4,5 T),
desfolhante que dizimou milhares de soldados e civis (BARBOSA, 2004).

A partir dai, os paises que tinham a agricultura como principal base de
sustentacdo econdémica, como aqueles na Africa, na Asia e na América Latina,
sofreram fortes pressdes de organismos financiadores internacionais para adquirir
essas substancias quimicas. A alegacao era de que os agrotéxicos garantiriam a
producdo de alimentos para combater a fome. Com o inofensivo nome de
"defensivos agricolas", eles eram incluidos compulsoriamente, junto com adubos e
fertilizantes quimicos, nos financiamentos agricolas. Sua utilizacdo na agricultura
nacional em larga escala ocorreu a partir da década de 70, do século passado
(BARBOSA, 2004).

Atualmente, o Brasil € um dos paises que mais utilizam pesticidas no mundo.
No ano de 2006 foram gastos cerca de 3,9 bilhdes de dblares nessas negociacdes
(SINDAG, 2007). Infelizmente, pouco se faz para controlar os impactos sobre a
saude dos que produzem e dos que consomem 0s alimentos impregnados por essas
substancias. Pesticidas como o DDT (inseticida organoclorado) foi banido em varios
paises, a partir da década de 1970, quando estudos revelaram que os residuos
desses clorados persistiam ao longo de toda a cadeia alimentar, contaminando
inclusive o leite materno (BAIRD, 2002).

No Brasil, somente em 1992, foram banidas as férmulas a base de cloro
(como BHC, aldrin, lindano), assim como varias outras substancias, como o amitraz.
A lei de pesticidas n® 7802, aprovada em 1989, proibe o registro de produtos que
possam provocar cancer, defeitos na crianca em gestagdo (teratogénese) e nas
células (mutagénese). Ainda assim produtos que ja haviam sido proibidos continuam
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sendo comercializados ilegalmente. Ja os fungicidas manebe, zinebe e mancozebe
perigosos devido a toxicidade, embora proibidos em varios paises, sdo ainda muito
usados no Brasil. O gramoxone (também conhecido como mata-mato), cujo principio
ativo é o paraquat que é proibido em diversos paises, no Brasil é largamente usado
no combate a ervas daninhas (P1ZZUTT]I, 2006).

2.4.3 A Legislagao para pesticidas

O mercado, consumidor de produtos in natura ou processados, tem exigido
requerimentos fitossanitarios rigorosos, o que requer uma visao diferenciada de
producéo de arroz, priorizando a seguranga do alimento e do meio ambiente. Nesse
enfoque, a qualidade do grdo € de vital importadncia para a conquista de novos
nichos de mercado, principalmente quando considerada em relacdo ao Limite
Maximo de Residuos - LMR aceito pelos paises importadores e recomendado pelo
Codex Alimentarius (FAO, 2004). Na Tabela 3 estdo listados os agrotoxicos
mundialmente utilizados para a cultura do arroz, com seus respectivos LMRs
permitidos pelo Codex Alimentarius, Unidao Européia (EU) (DIRECTIVE 86/363/EEC,
2008) e Ministério da Agricultura (AGROFIT, 2008) para o grao de arroz e os limites
estabelecidos para aguas seguindo a legislacao brasileira e a Agéncia de Protecao
Ambiental (EPA do Inglés Environmental Protection Agency)) dos Estados Unidos.
Alimentos com residuos acima dos limites estabelecidos podem causar enormes
prejuizos aos produtores, visto a proibicdo imposta por mercados externos. Além
disto, ndo oferecem seguranga alimentar e ambiental para os consumidores
internos, que estao exigindo uma producado mais limpa. Assim, niveis de residuos de
agrotoéxicos devem ser monitorados para evitar barreiras econémicas.

Devido ao fato dos mananciais de agua serem fonte de agua potavel, muitas
agéncias ambientais tém imposto legislacbes rigorosas a respeito da qualidade
dessas aguas. No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) na
Resolugédo n°® 357, de margo de 2005 estabelece niveis de qualidade para aguas
ambientais, avaliados por parédmetros e indicadores especificos, de modo a
assegurar o uso das aguas doce, salgada e salobra (BRASIL, 2005). Ja a Portaria n°
518 de marco de 2004, do Ministério da Saude, estabelece procedimentos e
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responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da agua para

consumo humano e seu padrao de potabilidade (BRASIL, 2004). De maneira geral,

os limites estabelecidos pela Resolucdo do CONAMA sido menores que 0S

estabelecidos pela Portaria do Ministério da Saude, os quais sdo em geral bastante

altos. Nenhum dos compostos estudados neste trabalho possui limites na legislacao

brasileira.

TABELA 3 - Limites maximos de residuos (LMR) de pesticidas permitidos em
arroz (FAO, 2002; DIRECTIVE 86/363/EEC, 2008; AGROFIT, 2008) e aguas
(BRASIL, 2004; BRASIL, 2005).

Arroz (mg kg™)

Aguas (ug L
)

Pesticidas AGROFIT  Unido Codex Portaria Resolugdo EPA/EUA
Européia Alimentarius 518 357

Alacloro - - - 20 20 2
Aldrin e dieldrin - 0,01 - 0,03 0,005 -
Atrazina - 0,1 - 2 2 3
Bentazona 0,02 0,1 0,1 300 - -
Bispiribaque 0,01 - - - - -
Sédico
Carbaril - 1,0 5,0 - 0,02 -
Carbofurano 0,2 0,02 - - - -
Clomazona 0,1 - - - - -
Clordano - - - 0,2 0,04 2
(isbmeros)
Clorpirifés - 0,05 0,1 - - -
Clorpirifés metilico - 3,00 0,1 - - -
2,4-D 0,2 0,05 0,05 30 4 70
DDT (isbmeros) - 0,05 - 2 0,002 -
Diquat - 0,05 10 - - -
Disulfotam - 0,02 0,5 - - -
Endolsulfam - 0,05 0,1 20 0,056 -
Endrim - 0,01 - 0,6 0,004 2
Fentim - 0,05 0,1 - - -
Fipronil 0,01 - - - - -
Glifosato 0,2 0,1 0,1 500 65 700
Heptacloro e 0,03 0,01 0,6
Heptacloro
epoxido - 0,01 -
Hexaclorobenzeno - 0,01 - 1 0,0065 1
Imazapique 0,05 - - - -
Imazetapir 0,05 - - - -
Lindano - 0,01 - 2 0,02 0,2
Malation 8,0 8,0 - - 0,1 -
Metolacloro - 0,05 - 10 10 -
Metoxicloro - 0,01 - 20 0,03 40
Molinato 0,1 0,05 - 6 - -
Paraquat - 0,02 10 - - -
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Parationa 0,2 0,05 - - 0,04 -
Pendimentalina 0,05 0,05 - 20 - -
Pentaclorofenol - - - 9 0,009 1
Permetrina 0,1 - - 20 - -
Propanil 2,0 - - 20 - -
Simazina - - - 2 2 4
Tebuconazole 0,1 - - - - -
Trifluralina 0,05 - - 20 0,2 -

A EPA estabeleceu, em 2001, os padrdes aceitaveis para agua potavel, com
indicacao do nivel abaixo do qual ndo ha risco para a saude do consumidor e
também do mais alto nivel que é permitido (EUA, 2001). A Unido Européia
estabelece limites mais rigidos. Para agua potavel, onde € permitida uma
concentragdo maxima de 0,1 pg L' para pesticidas individuais e 0,5 ug L para a
soma de pesticidas, incluindo metabdlitos ou produtos da degradacdo tdxicos
(SCHUETTE et al., 1990; KUSTER et al, 2006). Para aguas superficiais, que serao
destinadas a tratamento para posterior consumo humano, este limite maximo
permitido é de 1 a5 pg L' (KUSTER et al, 2006).

2.4.4 Toxicidade dos pesticidas

O uso descontrolado, 0 medo de perda da produtividade da safra, a néao
utilizacdo de equipamentos de protecdo e o pouco conhecimento dos riscos, sao
alguns dos responsaveis pela intoxicagdo dos trabalhadores rurais.

Varias constatacoes foram feitas com trabalhadores rurais, que demonstraram
relacdo entre a exposicao cronica a pesticidas e doencas, principalmente do sistema
nervoso (central e periférico). Além disso, também ocorrem episddios de intoxicacao
aguda, colocando em risco a vida dos trabalhadores rurais.

Os riscos nao se limitam ao homem do campo, pois 0s residuos das
aplicagdes atingem os mananciais de agua, o solo e o ar. Além disso, os alimentos
comercializados nas cidades podem apresentar residuos téxicos. No Rio Grande do
Sul, véarios casos de intoxicacdo humana e animal com pesticidas por uso agricola,
domeéstico, raticidas, e domissanitarios ja foram noticiados e tem aumentado ao
longo dos anos (CIT, 2007).
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A legislacao brasileira obriga as formulagdes de pesticidas a apresentarem no

rétulo, a cor correspondente a classe de sua toxicidade, conforme demonstrado na

Figura 3 para alertar sobre o perigo desta formulacao (BRASIL, 2002).

Classe Il Faixa Amarela — altamente téxico

Faixa Azul — mediamente toxico

Figura 3 - Classificacao toxicoldogica das formulacoes de pesticidas (Fonte:
CIT, 2007).

2.4.5 Caracteristicas fisico-quimicas dos pesticidas

Cada pesticida, em virtude dos atomos que o compdem, seu numero e da
maneira como eles sdo arranjados na estrutura quimica, possui uma série especifica
de propriedades fisico-quimicas.

As principais propriedades fisico-quimicas dos pesticidas relacionadas com o
seu comportamento sdo as seguintes: solubilidade em agua (S), pressao de vapor
(PV), coeficiente de particao octanol-agua (Kow), constante de equilibrio de ionizacao
acido (pKa), ou base (pKy), constante da lei de Henry (H), reatividade ou meia-vida
(ti2).

A solubilidade em agua, pressado de vapor, coeficiente de particdo octanol-
agua e constante de ionizacdo &acido ou base sao propriedades quimicas
fundamentais obtidas no laboratério sob condi¢cdes controladas e por métodos muito
bem conhecidos (BARCELO & HENNION, 1997). Elas podem variar apenas com a
temperatura e muito raramente com a pressao atmosférica. A meia-vida do pesticida
por ser medida em condi¢cées de campo é um pouco diferente, seus resultados sao
dependentes das condigdes experimentais (local e tipo de solo, modo de aplicacéao,
teor de agua no solo, temperatura, etc.). Estudos realizados com o inseticida
fenitrotiona indicaram uma reducdo no ti» de 49,5 para 4,7 dias quando a
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temperatura foi elevada de 23 para 49,7 °C comprovando que os tempos de meia-
vida dependem fortemente da temperatura (BARCELO & HENNION, 1997).

As propriedades fisico-quimicas dos pesticidas sdo importantes parametros
que podem ser avaliados para estabelecer um conhecimento prévio sobre o seu
potencial de risco como contaminante (PRIMEL et al., 2005). Parametros como:
constante da lei de Henry (Kyu), solubilidade em agua, coeficiente de particao octanol-
agua (Kow), coeficiente de adsorcdo a matéria organica do solo (Koc), constante de
ionizagao acida (pKa), tempo de meia-vida (t12) na agua (DORES & DE LAMONICA-
FREIRE, 2001) podem ser avaliados. Segundo BARCELO & HENNION (1997)
pesticidas acidos apresentam pK, < 3-4, basicos pK, > 10; polares tem log Kow < 1-
1,5, ndo polar log Kow > 4-5; entre os dois valores sdo considerados moderadamente
polares. Os pesticidas com log Koy >3,0 sofrem bioacumulacao.

A Tabela 4 relaciona algumas propriedades fisico-quimicas de pesticidas que
sao frequentemente usados na cultura de arroz irrigado, considerados importantes
para avaliar os riscos de contaminacdo para aguas (BARCELO & HENNION, 1997;
TOMLIM, 2000, DORES & DE LAMONICA-FREIRE, 2001, PRIMEL et al., 2005;
NPIC, 2007.).

Tabela 4 - Algumas propriedades fisico-quimicas dos pesticidas que indicam
seu potencial de risco para ambientes aquaticos (BARCELO & HENNION, 1997;
TOMLIM, 2000; DORES & DE LAMONICA-FREIRE, 2001; NPIC, 2007).

Herbicidas Solubilidade Koc log pKa PV (mPa) Ku to
emagua (cm’g)  Kow (20°c) (Pam’mol™)  &gua
(mg L™ (dias)
Clomazone 1100 150-562 2,54 - 19,2 4,19x107 > 30
Imazapique 2200 - -2 39 <0,013 - -
Imazetapir 1400 10 1,49 3,9 <0,013 - -
Metsulfuron 5799 35 1,74 33 33x107 23x10M 22
metilico
Propanil 130 239-800 3,3 - 0,026 3,6x10° 1-2
Quincloraque 0,065 - 1,15 43  <0,01 <3,72x10% -

onde: Ky = constante da lei de Henry, K, = coeficiente de particao octanol-agua, K, = coeficiente de
adsorgao a matéria orgéanica do solo, ti» = tempo de meia-vida; PV= presséo de vapor; pK,= constante

de ionizacao acida.
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O comportamento dos pesticidas no ambiente deve ser em principio,
diferente entre condicbes temperadas e tropicais. Segundo BARCELO &
HENNION (1997), alguns dados sugerem que as taxas de degradacao devem ser
mais altas em paises tropicais devido as temperaturas mais elevadas e a radiacao
mais intensa. Por outro lado, alguns estudos mostram que a toxicidade deve
aumentar com o aumento da temperatura.

Uma vez que existem poucos estudos sobre pesticidas em ambientes
tropicais, optou-se por usar os dados publicados na literatura para ambientes
temperados, de modo que fosse possivel uma comparacdo entre eles. E
importante notar na Tabela 4 que as propriedades fisico-quimicas dos herbicidas
diferem grandemente entre os diversos compostos, tornando extremamente dificil
a tarefa de fazer generalizagdes sobre os destinos e impactos desses pesticidas

no ambiente.

2.4.6 Os pesticidas como contaminantes das aguas e solos

Desde o inicio de seu desenvolvimento, a produgéo agricola esta diretamente
relacionada com a aplicacdo de substancias quimicas para controlar as pestes, que
atacam os produtos agricolas, prejudicando as colheitas, fazendo com que aumente
a producao e o desenvolvimento de novos pesticidas (BARBOSA, 2004). O solo foi
considerado durante muito tempo um sistema fechado, isolado e inerte, no qual era
possivel fazer depdsito de residuos sem que houvesse maiores problemas para os
organismos que nele viviam. Isso ndo é verdade, pois o solo faz parte de um sistema
e esta em constante renovagao, embora esta renovacao possa ser lenta (AZEVEDO
& DALMOLIN, 2006).

A aplicacdo indiscriminada de pesticidas conduz, geralmente a graves
problemas ambientais. Dependendo de sua composicao e toxicidade, os pesticidas
podem ser classificados como cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e
mimetizadores de horménios (BAIRD, 2002); sdo aplicados em grande quantidade,
em areas bastante extensas e também no emprego domissanitario, e geralmente

possuem uma grande persisténcia no meio ambiente (BIZUIK et al., 1996).
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A aplicacdo de pesticidas sintéticos tem sido uma pratica rotineira na
agricultura nos ultimos cinglienta anos. O uso indiscriminado desses compostos tem
feito com que sejam detectados residuos desses no ambiente e associados com um
risco potencial a saude publica. Residuos de pesticidas tém sido identificados em
todos os compartimentos ambientais (ar, agua e solo) e em todas as regides
geograficas incluindo aquelas mais distantes de sua liberacdo original, como
oceanos, desertos e zonas polares (BAIRD, 2002; SPADOTTO et al., 2004).

Os efeitos para o meio ambiente ocasionados por um pesticida dependem
intrinsicamente da sua ecotoxicidade a organismos terrestres e aquaticos. Além
disso, dependem diretamente das concentracbes atingidas nos diferentes
compartimentos ambientais (solo, agua, planta e atmosfera) que, por sua vez,
dependem do modo e das condicbes de aplicacdo, das propriedades fisico-
quimicas, da quantidade ou dose usada, das condicbes ambientais e do
comportamento e destino do pesticida no meio ambiente (SPADOTTO et al., 2004;
ROCHA et al., 2004).

Os pesticidas podem alcancar os corpos de agua diretamente em aplicacoes
para controle de plantas aquaticas e mosquitos, ou indiretamente pela drenagem de
terras agricolas, permeacéao através do solo, em residuos de producao de pesticidas
e residuos municipais (fungicidas e bactericidas) (BIZIUK et al., 1996). Como estes
compostos sédo aplicados no campo mediante pulverizadores, bombas e/ou avibes,
na forma de spray, a influéncia dos ventos ndo pode ser evitada, e eles sdo entdo
dispersos no ambiente, podendo também atingir aguas superficiais.

Os avancgos ocorridos no século XX tiveram reflexo direto na industria de
pesticidas, que vem desenvolvendo produtos cada vez mais eficazes, mais seletivos
e, em geral, menos agressivos ao meio ambiente (BARBOSA, 2004). Essa evolucao
pode ser percebida nos dados apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Variacao geral na dose dos pesticidas aplicados, ocorrida no século
XX (BARBOSA, 2004)

Década Produto Dose (g ha™)
1900 Metaborato de sodio 1900000 — 5000000
1910 Clorato de sédio 22000 — 600000
1930 2-metil-4,6-dinitrofenol 11000
1940 Acido (4-cloro-2-metilfendxi) acético 1000 — 2000
1960 Trifluralina 500 -1000
1980 Fluazifope de butila 250
1980 Sulfoniluréias 2-25

Esse aumento de eficacia dos compostos é de grande importancia, pois a
quantidade de produtos quimicos langados no meio ambiente pode ser reduzida. O
que nao significa, necessariamente, que o impacto ambiental seja menor, pois deve-
se levar em conta também a ecotoxicidade destes compostos e o seu impacto em
organismos nao-alvo. Estima-se que aproximadamente 700 mil toneladas de
pesticidas sejam langcadas, anualmente, no meio ambiente (BARBOSA, 2004).

Depois da aplicacdo de um pesticida, varios processos fisicos, quimicos,
fisico-quimicos e bioldgicos determinam seu comportamento. O destino de um
pesticida no ambiente & governado por processos de retencdo (sorcao), de
transformacao (degradacdo) e de transporte (deriva, volatilizacdo, lixiviacao,
escoamento superficial), e por interacdes desses processos. A Figura 4 apresenta
um diagrama esquematico das vias de poluicdo ambiental por pesticidas. 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 condicdes ambientais, podem afetar esses processos
(SPADOTTO, 2002).

As maiores rotas de transferéncia de pesticidas para sistemas aquaticos sao o
escoamento superficial e a drenagem. O tipo de planta e a topografia do terreno tém
decisiva importancia na maioria desses processos. Assim, a dinamica dos pesticidas
no solo esta relacionada com a precipitagcdo pluvial e a irrigacao
(TRAUBEBERHARD et al., 1995).
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Figura 4 - Diagrama esquematico das vias de poluicao ambiental por pesticidas
[Adaptado de SPADOTTO, 2002].

Alguns compostos se bioacumulam em numerosas espécies e podem ser
biomagnificados (ampliacdo biolégica) através das cadeias troficas. A cadeia
alimentar aquéatica € um bom exemplo de como ocorre esse processo. Como
exemplo, considere que a concentragdo de 2,2-bis(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano
(DDT) na agua é de 0,000003 mg L', mas que atinge 0,04 mg L no plancton, 0,5
mg L™ na gordura de vairdes, 2 mg L™ nos peixes-agulha que nadam nessas aguas
e 25 mg L' na gordura das aguias pescadoras que alimentam-se de peixe,
perfazendo um fator de biomagnificacdo total de dez milhdes (BAIRD, 2002).
Essencialmente, a biomagnificacdo resulta de uma seqiéncia de etapas de
bioacumulacdo que ocorrem ao longo da cadeia.

Os seres humanos ndo estao isentos desta contaminacdo e os pesticidas
acumulam-se no organismo em tecidos lipidicos, figado, rins, cérebro e coracao.
Como um agravante, muitos dos alimentos que fazem parte da dieta humana sofrem
enriguecimento em relacao a concentracao inicial de pesticidas, como o leite, peixes
de agua doce ou salgada, crustaceos e vegetais.

Pesticidas sdo poluentes particularmente importantes dentre os compostos
organicos devido ao seu uso freqliente e descontrolado. De acordo com um relatério
publicado pela EPA, mais de 500000 toneladas de pesticidas foram usados nos
Estados Unidos em 1985. Na Europa, o uso é dificil de estimar, porém o Reino
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Unido reportou o uso de 14000 toneladas por ano durante o periodo de 1980 a 1983.
O valor do mercado mundial para pesticidas foi estimado em US$ 32 bilhdes em
2000, correspondendo a comercializacdo de mais de 3000 ingredientes ativos. As
vendas totais de pesticidas variam muito com a categoria, sendo que os herbicidas
representam 48%, os inseticidas 28%, os fungicidas 19% e os outros produtos 5%
(BARBOSA, 2004). Desde o final dos anos 60, os herbicidas tém sido mais

amplamente usados na América do Norte (BAIRD, 2002).

2.4.7 Caracteristicas do solo que afetam a persisténcia dos pesticidas

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA do inglés
United States Department of Agricultural) (2000), as caracteristicas do solo e suas
interacdes com as propriedades das moléculas dos pesticidas afetam a mobilidade
destes. Algumas caracteristicas mais importantes do solo, como a textura,
permeabilidade assim como o teor de matéria organica, tem responsabilidade direta
na sorcao/dessorcao de substancias transportadas através do solo (KAH et al,
2007).

A seguir serdo apresentadas as principais caracteristicas dos solos que
afetam a persisténcia dos herbicidas (PASQUALETTO et al., 1999; MULLER et al.,
2007; KAH et al., 2007):

Tipo de solo: influencia ndo somente a persisténcia e a atividade dos
pesticidas no solo, mas também a taxa com que sao convertidos em outros
compostos.

Conteudo de matéria organica: este é o fator mais importante na
persisténcia dos pesticidas no solo. A porcentagem de carbono orgéanico (%C) pode
variar de menos de 1% até 50%. Todas as evidéncias indicam que quanto maior a
%C maior sera a persisténcia dos pesticidas no solo.

Conteudo de argila: o conteido de material coloidal pode ser tdo importante
quanto a %C. Os solos que apresentam um grande contetudo de argila possuem
uma grande area superficial interna e portanto, espera-se que eles retenham mais

os pesticidas, devido a maior area para adsorcao.
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Acidez do solo: a concentracado de ions hidrogénio pode influenciar a quebra
das moléculas dos pesticidas no solo de muitas maneiras. Ela pode afetar a
estabilidade do material argiloso, a capacidade de troca idnica, ou a taxa pela quais
as decomposicoes quimicas e bacterianas ocorrem. Entretanto, ndo ha muitas
evidéncias diretas de que a acidez influencie na persisténcia dos pesticidas no solo.

Conteudo de minerais: a quantidade e variedade dos minerais no solo
influenciam seu tipo e estrutura e também a persisténcia dos pesticidas. Por
exemplo, a adsorcdo é provavelmente a primeira etapa no processo de
decomposicao catalitica, sendo que ela ocorre muito rapidamente em solos com alto
teor de ferro.

Temperatura: os pesticidas desaparecem dos solos principalmente devido a
degradacdao quimica, decomposicao bacteriana ou volatilizacdo, e todos estes
processos sdo influenciados pela temperatura. A baixas temperaturas estes
processos ocorrem muito lentamente e sdo pequenas as perdas de pesticidas.

Umidade do solo: a principal influéncia da umidade na persisténcia dos
pesticidas no solo é devido aos efeitos da adsorcéao deles nas varias fracoes do solo.
A agua pode competir com os pesticidas pelos sitios de adsor¢éo, pois ela é uma
molécula muito polar e fortemente adsorvida pelos coldides do solo.

Sistema de estabelecimento da cultura: de acordo com a plantacdo, o solo
pode estar exposto a maiores quantidades de chuva, vento e sol, fatores que

influenciam fortemente a persisténcia de pesticidas no solo.

2.4.8 A degradacéo e a dissipacao de pesticidas no solo

As principais rotas de degradacao e/ou dissipagao dos pesticidas no solo séo
(MULLER et al., 2007):

Volatilizacao: quanto menor a volatilidade, e quanto menor pressao de vapor,
menor serd a evaporacao dos pesticidas e menores as perdas. Evidéncias mostram
que, mesmo pesticidas considerados nao-volateis, quando expostos a atmosfera por
longos periodos de tempo, podem volatilizar. Principalmente em solos cultivados,
restringe-se a volatilizacdo na superficie do solo e ela ira depender dos transportes
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para a superficie do solo. O transporte ocorre por movimentos de capilaridade ou por
difusdo molecular e ambos estes processos podem ser lentos.

Lixiviacao: o movimento dos pesticidas através do solo, causado pela agua,
pode ser dividido em dois componentes distintos: movimento lateral dos pesticidas
na superficie do solo e movimento de penetracdo dos pesticidas com a agua
drenada. O grau de lixiviagdo de um pesticida no solo esta correlacionado com a sua
solubilidade em agua, mas este relacionamento ndo é simples, pois ele é afetado
pela capacidade do pesticida de adsorver nas fragcées do solo.

Degradacao microbiolégica: Ha muitas evidéncias de que os
microrganismos sdao muito importantes na degradacdo de pesticidas persistentes,
entretanto é bastante dificil diferenciar entre a degradacéao biol6gica e nao-biolégica.
Os maiores grupos de microrganismos do solo sdo os actinomicetes, fungos e
bactérias. Eles podem degradar os pesticidas através de (-oxidacao, clivagem-éter,
hidrélise éster e amida, oxidacado de alcoois e aldeidos, dealquilacéo, hidroxilagcéo,
hidroalogenacédo, epoxidacdo, dealquilacdo redutiva, N-dealquilagdo, etc. A
caracteristica mais importante dos sistemas de degradacdo por microrganismos €
serem redutivos.

Degradacao pela luz solar: A luz solar, particularmente a radiagao
ultravioleta (UV), parece ser o fator mais significativo em relagdo aos efeitos da
natureza. Um dos fatores mais importantes que afetam a degradacao dos pesticidas
pela luz solar € a presenga de fotossensibilizadores. A primeira informagao nesta
area foi obtida quando se descobriu que a riboflavina sensibiliza a fotodecomposicao
do 2,4-D. Quatro tipos basicos de reacdes fotoquimicas podem ocorrer quando
pesticidas aromaticos sao expostos a radiagao ultravioleta. Sao elas: substituicdo no
anel, hidrélise (em solucdo aquosa), oxidagdo e polimerizagdo. A reagcdao de
substituicdo mais comum no anel para clorados aromaticos é a troca do cloro do
anel por um grupo hidroxila.

Sorcao e Dessorcao de pesticidas no solo: Grande parte dos processos e
reacdes que ditam o destino de pesticidas no ambiente, como lixiviacao, retencao e
degradacao, inicia-se na solugdo do solo. Dentre as reagdes que determinam esta
disponibilidade, a dessorcédo € de fundamental importancia. A sorgcao avalia o efeito
das interacdes entre os pesticidas, o solo e agua, e a mobilidade ou imobilidade do
pesticida nesta fase soélida do solo (ZHU & SELIM, 2000; BARIZON et al., 2005;

MULLER et al., 2007). As taxas de degradacao, volatilizacao, hidrélise e fotdlise sao
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diretamente dependentes dos processos de sorcdo e finalmente determinam a
concentracdo do pesticida na solugdo do solo. A sor¢do é considerada como sendo
um dos principais processos que afetam a interagdo que ocorre entre o pesticida e a
fase solida do solo. Os principais constituintes que representam a fase sélida no solo
sao: argila, minerais, matéria organica, 6xidos e hidréxidos de aluminio e de ferro e

silica.

2.4.9 Herbicidas usados na cultura do arroz

Existe no mercado um grande nimero de compostos para controle de plantas
daninhas, insetos, fungos e outros organismos que prejudicam a producdo das
lavouras, além de uma demanda crescente de novos produtos para controlar esses
organismos.

Na Tabela 6, estado relacionados os herbicidas recomendados para a cultura
do arroz irrigado, registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), levando-se em consideracdo os produtos disponiveis no mercado e a
suscetibilidade das diferentes espécies daninhas aos diversos ingredientes ativos.

Na Regiao Sul do Brasil, a cultura do arroz irrigado sofre com a acédo de
pragas, como insetos, fungos, plantas daninhas entre outras que prejudicam a
produtividade. O uso de pesticidas € a principal maneira para a prevencgao e controle
destas pragas.

Tabela 6 - Herbicidas recomendados para cultura do arroz irrigado Brasil
(AGROFIT, 2007; ANVISA, 2007).

o IDA Classe
Nome Comum Grupo Quimico P o
(mg kg™ pc) Toxicologica
2,4-D acido ariloxialcanéico 1 |
Azinsulfurom sulfoniluréia 0,1 i
Bentazona benzotiadiazinona 0,1 1l
Bispiribaque-sédico acido pirimidiniloxibenzéico 0,01 1l

Carfentrazona-etilica

triazolona

0,03

v



Cialofope-butilico
Ciclossulfamurom
Clomazona

Dibrometo de diquate

Dicloreto de paraquate
Etoxissulfurom
Glifosato

Imazapique

Imazetapir
Metsulfurom-metilico
Molinato

Oxadiazona
Oxifluorfem
Pendimetalina
Penoxsulam

Picloram
Pirazossulfurom-etilico

Propanil

Quincloraque
Sulfosato
Tiobencarbe
Triclopir-butotilico

Trifluralina

acido ariloxifenoxipropiénico
sulfoniluréia
isoxazolidinona

bipiridilio

bipiridilio

sulfoniluréia

glicina substituida
imidazolinona
imidazolinona
sulfoniluréia

tiocarbamato
oxadiazolona

éter difenilico
dinitroanilina
sulfonanilida triazolopirimidina
acido piridinocarboxilico
sulfoniluréia

anilida

acido quinolinocarboxilico
glicina substituida
tiocarbamato

acido piridiniloxialcanoico

dinitroanilina

0,003
0,03
0,04

0,002

0,004
0,04
0,042
0,5
0,25
0,01
0,02
0,005
0,003
0,1
0,05
0,07
0,006
0,005

0,38
0,03
0,01
0,05
0,02
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IDA = Ingestao Diaria Aceitavel; pc = peso corporal

Alguns dos herbicidas mais recomendados e empregados na cultura do arroz
no estado do Rio Grande do Sul sdo demonstrados na Tabela 7 (IRGA, 2007),

sendo clomazona,

metsulfuron metilico,

quincloraque e propanil

0S mais

empregados na cultura de arroz irrigado na Regido central do estado segundo

informacgdes do Departamento de Fitotecnia da UFSM e do Instituto Riograndense

do Arroz (IRGA, 2007).
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Tabelas 7 - Herbicidas freqlientemente empregados na cultura do arroz no
estado do RS (IRGA, 2007).

Ingrediente Nome Grupo Quimico Acao
Ativo Comercial
Bentazona Basagran® Bentiadiazole Po6s-emergente
Clomazona Gamit® Isoxazolidinona Pré e p6s-emergente
Glifosato Roundup®  Derivado da Glicina Sistémico, total
Metsulfuron Ally® Sulfoniluréia Sistémico, seletivo, pos-
metilico emergente
Pendimetalina Herbadox® Dinitroanilina Seletivo, pré-emergente
Propanil Stam® Cloroanilida Contato, pés-emergente
Quincloraque Facet® Quinolina Seletivo, pos-
emergente
Imazapique + Only® Imidazolinonas Sistémico, seletivo, Pré
Imazetapir e pos-emergente

Muitas areas cultivadas com arroz irrigado no Rio Grande do Sul estdo
infestadas com arroz vermelho que causam prejuizos na producgao, na industria e na
comercializacdo dos graos. Neste sentido, foi desenvolvida uma cultivar que foi
adaptada ao cultivo de arroz irrigado tolerante a herbicidas usados para o controle
do arroz vermelho. O desenvolvimento desta cultivar foi feito através de um
retrocruzamento, utilizando-se uma linhagem como fonte doadora do gene que
confere tolerdncia ao herbicida e feito o cruzamento com uma cultivar recorrente.
Foram realizadas cinco geracbes de retrocruzamento, ensaios de rendimento e
avaliagbes para caracteristicas fenotipicas (AVILA et al., 2005; SHIVRAIN et al.,
2007). A linhagem selecionada deu origem a uma cultivar que se distingue da
cultivar original por possuir 0 gene que confere tolerancia ao herbicida Only®,
herbicida da classe das imidazolinonas que é uma mistura dos principios ativos do
imazapique e imazetapir. Esta tolerdncia € resultado de uma mutagdo de um
nucleotideo simples no gene do acido acetohidroxido (AHAS), alterando o sitio de
ligacao do herbicida na enzima (SHIVRAIN et al., 2007).

Esta cultivar deve ser utilizada no sistema de producdo Clearfield® (BASF,

2007), onde somente o herbicida Only® é recomendado para a aplicago.
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2.4.10 Herbicidas escolhidos para o estudo

Dentre os principais pesticidas empregados em larga escala na agricultura
brasileira, optou-se por desenvolver método para determinar residuos dos herbicidas
clomazona, imazapique e imazetapir em agua e solos. A escolha baseou-se,
principalmente, no intenso emprego destes na regidao central do estado do RS,
grande produtora de arroz irrigado. Outro fator que determinou a escolha destes
herbicidas foram as poucas informacgbes cientificas publicadas com relacdo a
contaminacao das aguas e solos por estes herbicidas na nossa regido. Abaixo sao
apresentados os herbicidas estudados e algumas propriedades obtidas no The e-
Pesticide Manual (TOMLIN, 2003), no Guia de Herbicidas (RODRIGUES &
ALMEIDA, 1998) e ANVISA (2006) as demais propriedades fisico-quimicas
encontram-se na Tabela 4.

2.4.10.1 Clomazona
Cl
O\
N—CH,

\
CH;z O

H3C

Grupo Quimico: isoxazolidinona

Nome quimico (IUPAC): 2-[(2-clorobenzil)]-4,4-dimetil-1,2-oxazolidin-3-ona
Classe: Herbicida

Numero no CAS: 81777-89-1

Massa molar: 239,7 g mol

Classe toxicoldgica: 1ll, medianamente toxico

Nomes comerciais: Gamit®

O herbicida clomazona, de nome comercial Gamit® e da familia das
isoxazolidinonas, € um dos herbicidas mais utilizados na cultura do arroz irrigado no
estado do RS. De aplicacao pré-emergente, o herbicida também é utilizado no Brasil

para culturas de soja, cana-de-agucar, fumo e algodao.
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2.4.10.2 Imazapique

o)
X OH
|N/ N
N

Grupo quimico: imidazolinona

Nome quimico (IUPAC): (RS)-5-metil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-1H-imidazol-
2-il) acido nicotinico

Classe: herbicida

Formula molar: C14H17N3O3

Numero no CAS: 81334-60-3

Massa molar: 275,3 g mol

Classe toxicoldgica: ll, medianamente toxico

Nomes comerciais: Plateau®, Only®

E um herbicida seletivo para controle em pré e pés emergéncia de algumas
plantas daninhas. Age inibindo a producédo de aminoacidos de cadeia ramificada que
sd0 responsaveis pela sintese de proteinas e o crescimento da célula. E
relativamente atdéxico para mamiferos, passaros e anfibios. Tem um tempo de meia
vida no solo de até 120 dias, e é rapidamente degradado pela luz solar em solucao
aquosa. Nao é registrado para uso em sistemas aquaticos, quando aplicado
individualmente. E mais indicado o uso para as culturas de cana-de-aglcar e
algodao. A aplicagdo em ambiente aquatico é para a cultura de arroz irrigado no
sistema Clearfield®, quando aplicado na formulagdo Only®.
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2.4.10.3 Imazetapir

o)
X OH
|N/ _N
N

Grupo quimico: imidazolinona

Nome quimico (IUPAC): (RS)-5-¢til-2-(4-isopropil-4-metil-5-ox0-1H-imidazol-2-
il) &cido nicotinico

Classe: herbicida

Formula molar: C15H1gN3O3

Numero no CAS: 81335-77-5

Massa molar: 289,3 g mol™

Classe toxicoldgica: 1ll, medianamente toxico

Nomes comerciais: Pivot®, Vezir®, Only®

O herbicida imazetapir é registrado no Brasil para o controle em pés-
emergéncia precoce de mono e dicotiledéneas na cultura da soja e em pré e poés-
emergéncia das plantas infestantes na cultura do arroz. Os produtos Pivot® e Vezir®
sao indicados como herbicidas para uso na cultura da soja. O produto comercial
Only®, composto de uma mistura dos herbicidas imazetapir (75%) e imazapique
(25%) é indicado para uso em pré e pos-emergéncia no cultivo de arroz irrigado,
principalmente para controle do arroz vermelho. Essa mistura é apenas aplicada no
sistema Clearfield®, que utiliza cultivares de arroz tolerantes aos herbicidas do grupo
quimico das imidazolinonas, de tal forma que o herbicida inibe o crescimento das

plantas daninhas e nao destréi as plantas de arroz.

As imidazolinonas sdo uma classe de pesticidas relativamente nova, o
primeiro apareceu no mercado em 1981, e 0 mais recente em 1988 (WARE, 1994).
Apesar disso, o imazetapir esteve na 72 posicao dos herbicidas mais usados nos
EUA, nos anos 90 (SHORT & COLBORN, 1999). Eles possuem atividade foliar € no
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solo. Os primeiros sintomas da atividade herbicida se manifestam na interrupcao do
crescimento, que ocorre dentro de 48 horas apés a aplicagao.

Herbicidas dessa classe sdo caracterizados por seus efeitos a baixas doses
de aplicacdo, amplo espectro de atuacdo no controle de plantas daninhas e alta
persisténcia no solo. O imazetapir nao lixivia através do solo, é fraca a
moderadamente adsorvido, ndo € perdido por volatilizagdo a partir do solo e ndo é
significativamente degradado pelos microorganismos do solo (EXTOXNET, 2006). A
persisténcia destes compostos no solo é afetada por fatores como umidade, pH,
matéria organica e tipo de solo. Estes fatores determinam a disponibilidade do
herbicida na solucdo do solo e entdo sua degradacédo, principalmente devido a
atividade microbial e também devido a hidrélise e decomposicdo (ALISTER &
KOGAN, 2005). Esta alta persisténcia no solo pode levar a interferéncia destes
compostos em outras culturas que venham a ser cultivadas, as quais sejam

sensiveis aos herbicidas dessa classe.

2.5 Técnicas de extracao e pré-concentracdo em amostras ambientais

A recuperacao total (quantitativa) e a pureza do produto isolado sdo as
principais medidas da eficiéncia da extracdo. Um procedimento de extracao ideal
deve ser rapido, seletivo e produzir uma recuperacdo quantitativa da espécie de
interesse. Desde que a maioria das técnicas espectrométricas e cromatograficas,
normalmente utilizam amostras liquidas, todo o procedimento de extracdo deveria
produzir uma solugdo que nao necessitasse posteriormente, de etapas de clean up e
pré-concentracdo. Portanto, devera ter como caracteristicas principais: 0 minimo de

operacdes instrumentais, simplicidade, baixo custo e possibilidade de automacao.
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2.5.1 Extracdo de compostos organicos em amostras de solo

Pesticidas sdo normalmente recuperados de matrizes complexas (bioldgicas e
ambientais) por extragdo exaustiva com uma variedade de solventes orgénicos,
como por exemplo: hexano, éter de petréleo, acetona, acetonitrila, metanol e suas
combinacdes. Os métodos variam desde simples agitacdo e outros mais exaustivos
como a extracdo por Soxhlet (DEAN, 2003) até métodos mais modernos como
Extracdo por Fluido Supercritico ou (SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction) ou
até mesmo Extracdo Assistida por Microondas (MAE, do inglés Microwave Assisted
Extraction) (DEAN, 2003). Isso deve-se ao fato de que pesticidas que estiveram em
contato com a matriz por algum tempo, poderiam interagir com a mesma € como
resultado, mais dificeis de serem extraidos do que os que foram aplicados ou
fortificados recentemente. Tentativas de distinguir os niveis totais e disponiveis de
pesticidas envolvem o0 uso marcadores radioativos para determinar a eficiéncia de
extracdo do solvente (DEAN, 2003). A seguir é feita uma breve descricdo de alguns
métodos que sdo mais comumente utilizados na extragao de pesticidas de amostras
de solo (MISTURA, 2003):

Extracdo com agitacdo mecdanica: Normalmente é realizada a temperatura

ambiente, podendo ser considerada uma versdao simplificada da extragdo por
soxhlet. Envolve grandes volumes de solventes e uma etapa posterior concentracéao.
Na maioria das vezes, para uma extracdo quantitativa, tornam-se necessarias
multiplas extragdes. A transferéncia da amostra é sempre dificultada, pois
normalmente formam-se fases emulsionadas. Este processo é bastante limitado
quanto ao tipo de amostra e espécies a serem extraidas (DEAN, 2003).

Extracdo por aparelhagem Soxhlet. A extracdo por Soxhlet tem sido o

procedimento padrao de extracdo por mais de 100 anos. O tempo médio de extracdo
com soxhlet pode variar de 1 a 72 h, aumentando assim os riscos de contaminagéo.
Uma extracdo completa produz uma solucdo diluida, de volume grande que,
usualmente, necessita ser concentrada (recuperado o solvente) antes mesmo das
primeiras etapas da analise e sendo assim, os riscos de perdas sdo grandes. Na
maioria dos casos, o processo de extracdo ndo € seletivo e, basicamente, quem
controla o poder de solvatacdo e a temperatura de extracdo é a natureza do
solvente. Comparado com outros métodos de extracédo, este € o de menor custo e
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néao exige grande habilidade do operador. A maior desvantagem do uso do soxhlet
para extracao € a utilizacdo de grandes quantidades de solventes, normalmente de
alta pureza, caros e toxicos, tais como diclorometano, hexano e acetona (DEAN,
2003).

Extracado por ultra-som: Nas ultimas duas décadas, a aplicacao de ultra-som

aos processos quimicos vem aumentando significativamente. Procedimentos usando
o ultra-som vém sendo efetivamente empregadas para limpeza, extracao,
esterilizacdo, flotacdo, secagem, desgaseificacdo, desemulsificacdo, filtracao,
homogeneizacdo, rompimento de células biologicas, cristalizacdo e em outras
reacOes quimicas. Como técnica de extracdo, o ultra-som vem sendo usado como
uma alternativa ao soxhlet. Neste caso a amostra é misturada ao solvente e
colocada num recipiente que é imerso num banho de ultra-som ou em sondas de
ultra-som. A dissolucdo é favorecida pelo processo de ultra-som e o calor muitas
vezes melhora o rendimento. O procedimento é rapido e seguro, o consumo de
solventes é pequena e podem ser realizadas simultaneamente multiplas extracdes.

Extracdo com fluido supercritico (SFE): € uma técnica de extracdo e

purificacao simples e rapido, na etapa de preparacado da amostra, apresentando alta
velocidade de extragcdo, uma vez que fluidos supercriticos possuem baixa
viscosidade e auséncia de tensdo superficial, facilitando sua passagem através da
amostra. Na presenca de um modificador quimico € possivel extrair compostos de
diferentes polaridades e caracteristicas fisico-quimicas. Entre as principais
vantagens desta técnica cita-se: reducédo do tempo de analise, quantidades minimas
de solvente, potencial de extracdo para compostos termicamente instaveis e
compatibilidade com métodos on-line e automacao. Entretanto, a SFE requer um
investimento elevado em instrumentacao.

Extracdo assistida por microondas, também conhecida por extracdo de

solvente assistida por microondas (MAE) foi utilizada pela primeira vez para irradiar
matrizes sélidas tais como solo, sementes, alimentos e pastos na presenca de
solventes de extracdo com altos momentos de dipolo. A extracdo MAE tem sido
reportado como técnica de preparacao de amostras para varias matrizes sélidas.
Pesticidas organoclorados tém sido extraidos de amostras de solos e sedimentos
utilizando-se um forno de microondas doméstico com 5 a 6 exposicoes de 30 s a
energia de microondas utilizando-se um sistema de digestdo de microondas
modificado com dispositivos de seguranca adicionais. Com esse procedimento, o
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tempo de preparacdo da amostra pode ser reduzido para menos de 30 min e os

volumes de consumo de solvente para menos de 50 mL.

2.5.2 Extracado de compostos organicos em amostras de agua

Quando tratamos da extragdo de pesticidas em amostras de agua, devemos
levar em consideracdo que estes encontram-se na maioria das vezes em
concentracdes muito baixas, o que requer além de uma extracao eficiente, também
uma etapa de pré-concentracao.

A busca por esses limites de quantificagcdo cada vez mais baixos conduziu a
um crescente desenvolvimento de técnicas de extracdo e pré-concentracdo de
pesticidas, cada vez mais eficientes, visando alcangar os limites impostos pela
legislacdo (KUSTER et al., 2006).

Os métodos mais freqliientemente empregados sdo a Extracdo Liquido
Liquido (LLE, do inglés Liquid Liquid Extraction) e a Extracdo em Fase Sélida (SPE,
do inglés Solid Phase Extraction).

A LLE é uma técnica muito usada em métodos padrdes, sendo recomendada
pela EPA (BARCELO & HENNION, 1997; PICO et al., 2007), conhecida pela sua
simplicidade, baseia-se na particdo de diferentes analitos entre a fase aquosa e a
fase orgénica (FONT et al., 1993). Entretanto, tem inUmeras desvantagens como o
fato de poder formar emulséo, requerer grandes volumes de solventes, muitas vezes
téxicos e inflamaveis, demandarem longo tempo de extracao, além de ser trabalhosa
e de dificil automacéao (FONT et al., 1993).

A SPE, apesar de ser mais recente que a LLE, apresenta uma maior
aceitacdo como uma ferramenta eficiente na extragdo e enriquecimento de tragcos de
pesticidas em solugdes onde se encontram muito diluidos como a agua, gerando
concentragdes suficientes do analito para deteccdo (PICO et al., 2007). A SPE
utiliza uma coluna contendo um sorvente apropriado para reter o analito. A eluicéo
da amostra e a vazdo do solvente podem ser por gravidade, pressées de uma
seringa ou bombas de vacuo. Tem as vantagens de possuir pequeno tempo de
analise, consumo reduzido de solvente organico, ser menos trabalhosa e de facil
automacdo (BARCELO, 1991; WELLS, 2000b).
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A SPE, na sua forma moderna, tem mais de 25 anos. Tém se tornado uma
das técnicas mais comuns de concentracdo e clean-up da amostra usada pelos
quimicos analiticos. Através dos anos, o uso da SPE tem crescido devido ao fato de
que essa técnica atende as necessidades dos analistas (MAJORS, 2006; MAJORS,
2007).

O desenvolvimento de novos sorventes e a grande variedade encontrada no
mercado como resinas poliméricas, grupos C8, C18, amino ou ciano ligados ao
suporte de silica, ao carbono grafitizado ou alumina faz com que cresca o emprego
da SPE (WELLS & YU, 2000a; LISKA, 2000, PICO et al, 2007). A extracdo
utilizando resinas poliméricas ocorre devido a adsorcao dos analitos por meio de
forcas de Van der Waals, que permitem uma dessorcao facil. As resinas poliméricas
mais comumente utilizadas sdo as do copolimero estireno-divinilbenzeno, tais como
Amberlite XAD-2, XAD-4 e polimeros acrilatos (XAD-7 e XAD-8) (WELLS & YU,
2000a; PICO et al., 2007).

A aplicacao da SPE em substituicdo a LLE, pelo fato de que produz melhores
resultados com menos complicacdes, tem provado que esta técnica € a melhor
opcao para determinacao de pesticidas em amostras de aguas (WELLS, 2000Db).

O sorbente mais popular para extragdo de pesticidas em agua possui 0 grupo
octadecil (C18) ligado a silica. O principal mecanismo de retencdo é a particao,
devido as interacdes apolares entre as ligagcdes C-H do grupo C18 e C-H do analito
(JUNKER-BUCHHEIT & WITZENBACHER, 1996; LISKA, 2000; PICO et al., 2007).

2.6 Métodos cromatograficos para analise de pesticidas

Antes de se executar um plano de monitoramento e avaliacdo dos impactos
ambientais de residuos de pesticidas é necessario que sejam definidos e se
disponha de métodos de preparacao das amostras e de analise adequados para os
baixos niveis de residuos freqientemente encontrados (RICHARDSON, 2006). Os
baixos niveis de residuos permitidos, impostos pelas agéncias regulamentadoras,
requerem o desenvolvimento de métodos analiticos de altas sensibilidade,
seletividade, exatiddo e precisdo elevadas para determinacées quantitativas de
pesticidas (BALINOVA, 1996, KUSTER et al., 2006). A exatidao e precisdao de uma
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analise dependem da técnica empregada no preparo da amostra e do desempenho
do equipamento utilizado. No passado, utilizaram-se varias técnicas para a
determinacdo da qualidade das aguas, como técnicas espectrofotométricas e
métodos biolégicos. A situacdo foi modificada com a introducao das técnicas
cromatograficas (LISKA & SLOBODNIK, 1996). As andlises de residuos de
pesticidas em amostras biol6gicas e ambientais, desde meados de 1950, basearam-
se, primeiramente, na GC (GC, do inglés Gas Chromatography) e em outras técnicas
afins como a Cromatografia em Camada Delgada (TLC, do inglés Thin Layer
Chromatography). Segundo MOYE (1990), o uso da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) em
determinacdes de residuos comecaram a ser publicados no inicio dos anos 70, onde
residuos de inseticidas foram determinados em reservatoérios de agua com limite de

deteccdo de 0,05 ug L.

2.6.1 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS)

Uma correta determinagcao e quantificacdo de um namero grande de pesticidas
de classes de substancia quimica diferentes a baixas concentragées em matrizes
complexas € um desafio. A tendéncia para o uso de pesticidas mais polares
impulsionou a aplicagdo da cromatografia liquida na analise de pesticidas,
especialmente quando aliada a espectrometria de massas. Juntas representam uma
importante ferramenta analitica para a determinacdo de pesticidas e os seus
produtos de degradagdo, uma vez que a maioria deles sdo polares, possuem baixa
volatilidade e/ou termoldbeis, 0 que tornam estas analises incapazes de serem
realizadas por cromatografia gasosa. A Cromatografia Liquida acoplada ao
Espectrometro de Massas (LC-MS, do inglés Liquid Chromatography - Mass
Spectrometry) tem apresentado alta sensibilidade e seletividade, se tornando uma
importante ferramenta para esta finalidade, entre outras (KUSTER et al., 2006). A
determinacdo e quantificacdo corretas de um numero grande de pesticidas de
classes de substancias quimicas diferentes a baixas concentragdes em matrizes

complexas, é um grande desafio.
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A Figure 5 ilustra as classes de pesticidas (classificadas de acordo com a
atividade bioldgica e estrutura quimica) analisados através de LC-MS. Como mostra
a figura, herbicidas seguidos por inseticidas, sdo os pesticidas mais investigados,
considerando que os metabdlitos ou produtos de transformacao (TP) representam
aproximadamente 20% de todos os pesticidas analisados com esta técnica.

W Acaricidas - 1%
Fungicidas - 5%
Herbicidas - 56%

B Inseticidas - 19%

B TPs-19%

Figura 5 - Pesticidas analisados em amostras de agua por LC-MS/MS (N=16
=200 pesticidas) (Adaptado de KUSTER et al., 2006).

Nesta técnica analitica o espectrobmetro de massas € usado como detector da
cromatografia liquida, mas pode ser usado também um detector convencional nao
destrutivo colocado antes do espectrdmetro de massas.

O ponto critico da técnica LC-MS é a transferéncia dos constituintes do eluato
da coluna cromatografica que se encontra em uma fase liquida para uma fase
gasosa na forma de ions, uma vez que o espectrometro de massas opera em
condicdes de alto vacuo (10 a 10°® torr) (SKOOG, 1992; ).

No caso do LC-MS existem diferentes métodos para introduzir o eluato da
coluna no espectrdmetro de massas, sendo que 0s ions ja podem estar presentes na
solucao ou serem formados no processo de transferéncia (HARRIS, 2001; KUSTER
et al., 2006). Quanto aos espectrobmetros de massas também existem diferentes
tipos e que operam em diferentes modos

As moléculas da amostra sdo analisadas através de dois modos de ionizag¢ao:
electrospray (ESI, do inglés Electrospray lonization) ou ionizacdo quimica por
pressao atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization).
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A sensibilidade de resposta em espectrometria de massas € claramente
dependente da tecnologia da interface empregada. A interface termospray (TSP)
(KIENHUIS & GEERDINK, 2000; GEERDINK et al., 2002) foi muito empregada no
passado para analise de pesticidas (HOGENBOOM et al., 2001). Porém, esta
interface raramente é encontrada em publicagdes mais recentes. Foi substituida pela
ionizacao a pressao atmosférica (API, do inglés Atmospheric Pressure lonization)
que utiliza como fonte de ionizagcdo a ionizagdo quimica a pressao atmosférica
(APCI) e a ionizacao por electrospray (ESI). Estas duas representam a melhor
escolha hoje em dia para anélise de pesticidas. Em geral, APCI e ESI permitem uma
melhor calibracdo linear com varias ordens de grandeza e uma eficiente ionizacéo
para compostos de diferentes polaridades (HOGENBOOM et al., 2001). A selecao
da fonte de ionizagdo mais apropriada para analise de pesticidas depende muito das
classes de compostos investigados. THURMAN et al. (2001), e BAGLIO et al. (1999)
avaliaram a resposta de um grande numero de pesticidas em LC-MS usando APCI
ou ESI, pesticidas neutros e basicos (carbamatos, feniluréias, triazinas) e a fonte
APCI apresentou uma melhor sensibilidade (especialmente no modo de ion
positivo), considerando que herbicidas cati6nicos e anidnicos (ions de bipiridilio,
nitrofendis, bentazona) melhor ionizados com ESI (especialmente no modo de ion
negativo), a ionizacao nao s6 depende dos parametros da interface, mas também
das condigdes usadas no LC como a fase mével. O uso de sais nao volateis na fase
mével (comum em outros métodos cromatograficos) tem que ser descartado, pois
interferem na fonte de ionizacdo. A composicdo da movel fase e o seu pH também
precisam ser otimizados, pois podem influenciar a eficiéncia de ionizacao do analitos
(HOGENBOOM et al., 2001).

Devido as publicagdes recentes citarem a substituicio das interfaces
termospray por outras com ionizacdo a pressao atmosférica (API), a ionizacéao
quimica a pressdao atmosférica (APCIl) e a ionizagdo por electrospray (ESI),
representam a melhor escolha hoje em dia para analise de pesticidas. Abaixo sera
feito uma breve descricao destas fontes de ionizacao (FERNADEZ-ALBA, 2005).
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2.6.1.1 lonizagao por Electrospray (ESI)

E uma técnica apropriada para determinacdo da massa molar e da estrutura.
E preferencialmente aplicada para a anélise de moléculas idnicas grandes ou fons
pequenos com uma Unica carga, podendo ser usada no modo positivo ou negativo.

Esta técnica gera, em solucao, ions dos analitos antes que eles cheguem ao
espectrobmetro de massas (KUSTER et al, 2006). O eluato é pulverizado
(nebulizado) dentro de uma camara que esta sob pressao atmosférica, na presenca
de um forte campo eletrostatico e de um gas aquecido. O aquecimento causa a
evaporacdo do solvente das moléculas do analito. O gas aquecido promove
aglomeracao do solvente dentro da gota para evaporacdo. Com a diminuicdo da
gota, ocorre a concentracdo da carga dentro da gota, e o processo acima descrito se
repete. Os ions sao transportados ao analisador de massas através de uma série de
estagios de vacuo e elementos i6nicos que focam o caminho. Algumas reacdes da
fase gasosa, a maioria de transferéncia de proétons e troca ibnica, também podem
ocorrer no intervalo de tempo em que os ions séo ejetados de dentro das gotas até
alcangarem o analisador de massas (FERNADEZ-ALBA, 2005).

2.6.1.2 lonizagao Quimica sob Pressao Atmosférica (APCI)

E uma técnica apropriada para determinacgdo de massas molares menores do
que 2000 unidades e da estrutura. E aplicada para anélise de moléculas idnicas,
polares e apolares, podendo ser usada no modo positivo e negativo.

No modo APCI, o eluato do LC é vaporizado através de um vaporizador
aquecido (normalmente de 250 a 400 °C), sob pressao atmosférica. O aquecimento
vaporiza o liquido, e as moléculas do solvente na fase gasosa s&o ionizadas por
uma descarga de elétrons a partir uma agulha condutora. Entédo, os ions do solvente

transferem cargas para as moléculas do analito através de reacdes quimicas
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(ionizacdo quimica) (FERNADEZ-ALBA, 2005). Os ions do analito passam através
de um capilar de vidro dielétrico e de um orificio de amostragem para dentro do
analisador de massas, como ESI e fotoionizacao sob pressado atmosférica (APPI, do
inglés Atmospheric Pressure Photoionization). A APCI é aplicada a uma larga faixa
de moléculas polares e apolares. Devido a isso, e devido ao fato de altas
temperaturas estarem envolvidas, a APCI é menos utilizada do que o electrospray
para a andlise de biomoléculas grandes que podem ser termicamente instaveis.
APCI é usada com cromatografia em fase normal mais freqiientemente do que o
electrospray, porque os analitos sdao usualmente apolares (KUSTER et al., 2006).

O desenvolvimento de analisadores, quadrupolo, triplo quadrupolo,
quadrupolo-ion trap, entre outros sdo de grande importancia, pois a sensibilidade
alcancada pelo método vai depender do analisador utilizado.

2.6.1.3 Analisadores

A configuracdo de LC-MS/MS mais freqlentemente usada na analise de
residuos de pesticidas apresenta o sistema de LC aliada a um analisador com triplo
quadrupolo que opera no modo MRM (MRM, do inglés Multiple Reaction Monitoring)
por meio de interfaces de APl KUSTER et al. (2006) mostraram que
aproximadamente 70% dos métodos revisados na literatura estdo baseados nesta
configuracdo. Os analisadores Q-Trap também foi empregado e, nos ultimos anos,
Q-TOF (Q-Time of Flight) ganharam em popularidade, especialmente na
identificacdo de metabolitos. A selecdo do analisador é determinada pela
sensibilidade e seletividade e o0 objetivo geral do trabalho. Assim, para determinacéo
de analitos, analisadores triplo quadrupolo sdo a melhor opg¢ao, considerando que
para compostos desconhecidos, é mais indicado usar o analisador Q-TOF.

Analisadores Triplo Quadrupolo (QgQ): consiste de dois analisadores
quadrupolo que tem entre eles uma cela de colisdo. As vantagens principais de
empregar um Triplo Quadrupolo para andlise de pesticidas estdo na alta
sensibilidade e seletividade. Um QqgQ pode operar em modos diferentes que sao
scan do ion-produto, scan do ion-precursor, perda neutra, além do modo MRM. O

uso de QgQ para analisar uma classe especifica (organofosforados, carbamatos,
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feniluréias, e triazinas) operando no modo de perda neutra e ion-precursor foi
revisado por HOGENBOOM et al. (2001). Infelizmente, para ambos a sensibilidade e
especificidade foram limitadas na identificacdo dos compostos. MRM é sem
nenhuma dulvida o mais conveniente € 0 modo mais usado de operacado para
pesticidas (e em geral outros contaminantes). MRM oferece uma alta sensibilidade e
seletividade (LAGANA et al., 2002; ATRACHE et al., 2005). Os Limites de Deteccao
do instrumento geralmente estdo na ordem de pg L™ ou ng L' e geralmente percorre
aproximadamente trés ordens de grandeza.

Analisadores Quadrupolo-Trap (Q-Trap): Instrumentos com analisadores Q-
Trap consistem de trés elétrodos, em trés configuragdes dimensionais que produzem
um campo quadrupolar dentro do analisador. O uso destes analisadores para a
analise de pesticidas foi reportado por varios autores (BAGLIO et al, 1999;
JEANNOT et al., 2000; SUN & LEE, 2003; SOLER et al., 2007), o desenvolvimento
destes analisadores, de modo que os eletrodos funcionem de modo linear, vai tornar
este tipo de analisadores com uma capacidade maior de escanear ions filho
(MARCH, 2000).

Quadrupolo-TOF: oferecem, vantagens como uma medida de massa precisa,
e completa informagéao do espectro de massas do composto (HOGENBOOM et al.,
2001). Essas caracteristicas fazem do Q-TOF um instrumento ideal para compostos
desconhecidos (REEMTSMA, 2003). Foi usado por varios autores na identificagao e
quantificacao de pesticidas e seus produtos de transformacgao (TPs) em amostras de
agua (MAIZELS & BUDDE, 2001; SANCHO et al., 2004). O uso do TOF precedido
por um quadrupolo (Q-TOF) pode dar informacao mais especificas sobre a estrutura
de um composto (HERNANDEZ et al, 2005). Os autores compararam o
desempenho de QgQ e Q-TOF na analise de aproximadamente 30 pesticidas em
agua e os resultados obtidos pelo QgQ foram melhores, e confirmaram os resultados
através de analise de Q-TOF. Porém, em alguns casos a confirmagdo nao foi
possivel por causa da mais baixa sensibilidade alcancada com o Q-TOF. Outra
limitacdo do Q-TOF foram as limitadas faixas lineares alcancados (HERNANDEZ et
al., 2005). Assim, apesar do alto potencial reconhecido desta técnica, ainda nao
apresenta sensibilidade e uma linearidade satisfatéria, apesar de um alto preco
comercial, o que restringe suas aplicacoes.

Nas ultimas duas décadas, com o desenvolvimento do API, as aplicagdes de

LC-MS aumentaram progressivamente e permitiram monitorar uma faixa mais ampla
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de compostos polares. A LC-MS foi aplicada durante anos, mas hoje é reconhecido
a necessidade por usar LC-MS/MS para alcancar a sensibilidade e, especialmente, a
seletividade requerida para analises ambientais e evitar falsos positivo. Para este
propésito, sdo indicados ESI e APCI (a selecao da fonte depende do composto) e
analisadores diferente Triplo quadrupolo, Q-Trap. Os analisadores Triplo quadrupolo
foram os amplamente usados para fins de quantificacdo; ja os analisadores Q-Trap
receberam pequena aplicagdo nos ultimos anos. Os Q-TOF estdo tendo uma
aplicagdo crescente, basicamente na identificacdo de metabdlitos de pesticidas. O
LC-MS/MS para andlise direta de amostras de agua foi tentado em algumas
ocasides. Porém, € necessario, em geral, um passo de SPE prévio que muito
freqUentemente é executado on-line e permite baixar os limites de detec¢do até ng L
"ou pg L. E esperado que a aplicacdo desta técnica para a andlise de pesticidas
em agua com sensibilidade adequada deva a ocorrer num futuro préximo devido ao
rapido desenvolvimento tecnolégico no campo de LC-MS/MS. Assim, no futuro, a
analise direta de amostras de agua sem pré-tratamento provavelmente sera
possivel, assim como a aplicacao de critérios de confirmacdo rigidos, e o0 uso
crescente de analisadores Q-TOF para quantificacao e identificagdo.

2.7 Aplicacdes de métodos cromatograficos para determinagao de pesticidas

A determinagdo de pesticidas € um desafio considerando as baixissimas
concentracdes dos analitos, sua diversidade e diferentes propriedades fisicas e
quimicas, em presencga de altas concentracées de compostos interferentes (BIZIUK
et al., 1996, KUSTER et al.,, 2006).

A determinacdo de residuos de pesticidas em amostras biolégicas e
ambientais, desde meados de 1950, baseou-se, primeiramente, na GC e em outras
técnicas afins como a Cromatografia em Camada Delgada (TLC do inglés Thin Layer
Chromatography). Ja o uso da HPLC em determinacdes de residuos de pesticidas é
de ocorréncia mais recente.

Os métodos tradicionais para determinacdo de residuos de pesticidas em
amostras de agua envolvem LLE com um solvente organico seguido pela analise
direta por GC com detectores especificos (NPD, ECD e FPD, do inglés Nitrogen-
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Phosphorus Detector, Electron-Capture Detector e Flame Photometric Detector,
respectivamente), alcancando-se boa seletividade e excelente detectabilidade
(ZAUGG et al., 1995; GEERDINK et al., 2002).

Atualmente, hd um aumento no desenvolvimento e uso de pesticidas de
carater mais polar, considerados mais facilmente degradaveis (SANCHEZ-MARTIN
et al., 1996; KUSTER et al., 2006), que ndao sao diretamente analisaveis por GC.
Consequentemente ha uma necessidade maior em se desenvolver métodos
utilizando HPLC para determinacao destes compostos, bem como seus metabdlitos
(AYANO et al., 2004; GEERDINK et al., 2002).

A deteccao feita na regiao do ultravioleta (UV) em um Unico comprimento de
onda ou em varios comprimentos de onda utilizando Detecgéo por Arranjo de Diodos
(DAD, do inglés Diode Array Detector) € comumente empregada em HPLC, assim
como as detecgdes por ECD e MS séo bastante utilizadas em GC. Os limites de
deteccdo alcancados em HPLC-DAD sdo a niveis de pug L' e normalmente
comparaveis aos obtidos por GC-MS, os quais sdo, geralmente, mais sensiveis que
os obtidos por GC-ECD (WELLS, 2000b).

Publicacbes mostram que ha uma tendéncia em se utilizar, na determinacao
de residuos de pesticidas em aguas, técnicas sofisticadas como GC-MS e LC-MS
(PLANAS et al., 2006; RICHARDSON, 2006; BECEIRO-GONZALEZ et al., 2007;
BARCELO & PETROVIC, 2007).

No entanto, os fatores mais importantes na escolha da técnica para 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 proposito geral da analise (LISKA &
SLOBODNIK, 1996).

2.7.1 Revisao bibliografica sobre analise de pesticidas utilizando HPLC-DAD e LC-
MS

A seguir, sdo descritas algumas publicacdes encontradas no ISI Web of
Science sobre a determinacdo dos compostos em estudo ou de compostos
relacionados, no periodo de 1990 a 2007.



48

Dentre os herbicidas que fazem parte do grupo quimico das imidazolinonas, o
imazaquim, imazapir e imazetapir foram analisados por ANISUZZAMAN et al. (2000)
que utilizaram GC-MS para estudar a eficiéncia de um método de extragcdo em
amostras de agua e solo. Os extratos das amostras foram derivatizados para
posterior andlise e os limites de quantificacdo chegaram aug L™ e ug kg™

NOVAKOVA (1994) usando HPLC-UV, com deteccdo em 260 e 236 nm
analisou amostras de solo contendo os herbicidas imazetapir e imazapir. Os extratos
de solo foram obtidos a partir da adicdo de uma solugdo aquosa 0,1 mol L' de
carbonato de sodio e apds ajuste do pH 2,0 foi adicionado diclorometano. O limite de
quantificacdo para imazetapir e imazapir foi de 3,0 pg kg' para ambos e as
recuperacdes obtidas ficaram entre de 55 - 75% para ambos herbicidas na faixa de 3
— 100 pg kg™ no solo.

STOUT et al. (1997) utilizaram a extracao assistida por microondas (MAE)
para a determinacdo do herbicida imazaquim em amostras de solo, e quantificacao
por GC-ECD e GC-MS com ionizacao quimica. Para amostras de agua usaram a
LC-MS com ionizacao por electrospray. A etapa de clean up das amostras de solo,
nao foi necessaria para analisar por LC-MS, o que reduziu o tempo de preparo da
amostra, assim como a etapa de derivatizacao utilizada para analise por GC-ECD e
GC-MS foi eliminada. As recuperacbes obtidas para amostras de solo fortificadas
aos niveis de 1 — 50 pg kg ficaram acima de 92%. O limite de quantificacdo foi de
0,2 ug kg™

JIMENEZ et al. (1997) estudaram um método para determinacédo de residuos
de pesticidas de diferentes classes (organoclorados, organofosforados, triazinas,
benzimidazois, acetamidas, feniluréias e outros) em aguas de 40 pocos da Espanha.
O procedimento de SPE usando C18 foi otimizado em relagdo ao modo de eluicéo,
solvente e volume de eluicdo, volume de breakthrough, concentracdo, bem como o
procedimento de clean up em colunas de florisil. Os compostos foram analisados por
HPLC ou GC. O sistema HPLC-DAD utilizou coluna ODS-2, fase movel
acetonitrila:adgua e deteccdo em 220 e 245 nm. O sistema GC é equipado com ECD
e NPD, e coluna de FE 50% fenilmetilpolisiloxano. Melhores resultados foram
obtidos com 300 mL de amostra, 4 mL de MeOH para eluicdo e 30 mL de n-hexano-
DCM (1:1) para o clean up em florisil. Os LOQ variaram de 3 a 1240 ng L. Todos os

compostos foram detectados, em concentracdes entre 0,01 e 7,8 ug L.
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RODRIGUEZ & ORESCAN (1998) desenvolveram um método multirresiduo
para determinacdo de 16 herbicidas sulfoniluréias, imidazolinonas (incluindo
imazetapir) e sulfonamida em agua de superficie. SPE em cartuchos de SDVB,
amostras de 250 mL de agua e eluicdo com 10 mL de metanol; clean-up com
cartuchos de troca anidnica adaptados no topo de cartuchos de alumina. Sistema de
LC-MS, com ionizacdo por electrospray no modo positivo. Os compostos foram
separados em coluna C8, fase movel de acetonitrila com 0,15% &cido acético em
agua. As recuperagdes para agua de rio, lago, torneira, lagoa, cérrego e pantano,
variaram de 70 a 114%, com RSD < 13%. Para imazapir, imazetapir e imazaquim as
recuperacdes foram < 80%. O LOQ foi de 0,1 pg L™ para todos os compostos.

LAGANA et al. (1998) desenvolveram um método para quantificagdo
simultanea dos herbicidas imidazolinonas imazapir, m-imazametabenzo, p-
imazametabenzo, m,p-imazametabenzometilico, imazetapir, e imazaquim em
amostras de agua e solo. As amostras de agua foram pré-concentradas com SPE e
foram quantificados por HPLC-UV com deteccdo em 240 nm. As recuperacoes
ficaram acima de 89%. Os limites de deteccdo em 43-51 ng L. O método envolveu
andlise confirmatéria por LC-MS/MS. As amostras de solo foram extraidas utilizando
extracdo por coluna de solo combinada com SPE e a quantificados por LC-MS/MS
no modo SIM. A recuperacdo total de cada imidazolinona em amostras de solo
variou 87 a 95%. O limite de deteccao foi de 0,1-0,05 ng g~ em solo.

FURLONG et al. (2000) desenvolveram um método para determinagéo de 12
sulfoniluréias (SU), 3 imidazolinonas (IMl), incluindo imazetapir e 1 sulfonamida (SA)
em 196 amostras de dgua de superficie e de profundidade. Dois cartuchos em série
foram usados para SPE, um contendo resina anidnica, que removeu grande parte do
carbono organico e reteve as IMI, e outro de SDVB que reteve os outros compostos.
A determinacdo e quantificagcdo foi feita utilizando LC-MS, modo fullscan, com
ionizagao por electrospray, a fase movel utilizado foi acetonitrila e tampéao de acido
férmico-formiato de aménio. As recuperacdes variaram de 56 a 86% (70% para
imazetapir), para agua pura e de 46 a 163% (50% para imazetapir) para agua de
superficie. Os LOD foram da ordem de 10 ng L™,

SANTOS et al. (2000) desenvolveram um método simultdneo para
determinacao de herbicidas &cidos, neutros e seus produtos de degradacdao em
canais de drenagem e lagoas que recebem agua de irrigacao de lavouras de arroz.
Para extragdo utilizaram SPE on line com sorvente de copolimero de SDVB, e
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volume de amostras de 5 a 50 mL e a eluicao por gradiente usando ACN e solucéo
tampao de formiato de aménio-4cido férmico 5 mmol L™ com pH ajustado a 3,0. A
deteccdo e quantificacdo por acoplamento on line SPE-LC-DAD-MS. Alguns
compostos ndo puderam ser detectados por ambos os detectores. As recuperacoes
foram maiores que 76%, com RSDs menores que 10%. LOD variaram de 0,1 a 0,02
ug L. Bentazona, seu produto de degradacdo e MCPA foram persistentes no
ambiente.

HERNANDEZ et al. (2001) desenvolveram um método multirresiduo, sensivel
e especifico para determinar 29 pesticidas (1 fungicida, 16 inseticidas, 10 herbicidas
e 2 acaricidas) em amostras de solo e agua de superficie. O método esta baseado
no uso da SPE on-line com LC-MS/MS. Apresentou bons resultados para todos
compostos, sendo que a maioria poderia ser quantificada em concentragcées abaixo
de 25 ng L. A eficiéncia e aplicabilidade deste método foram avaliadas pela anélise
de varias amostras incluidas em um programa de monitoramento.

CARABIAS-MARTINEZ et al. (2002) desenvolveram um método para
determinacao simultanea de 3 herbicidas amplamente usados (atrazina, terbutrina e
clorotoluron) e 7 de seus mais comuns produtos de degradacdo em aguas de rios e
pocos. Utilizaram para extragdo SPE com 4 diferentes cartuchos: 3 poliméricos
(Oasis® HLB, Oasis® MCX e LiChrolut® EN) e 1 a base de silica (C18). Foi pré-
concentrado um volume de 250 mL de amostra e como solventes para eluicéo
utilizaram metanol e acetonitrila. Para detecgao foi utilizado HPLC-DAD, com coluna
ODS2, e fase mével de acetonitrila-tampédo fosfato 0,005 mol L™ e leitura nos
comprimentos de onda de 210, 220, 230 e 245 nm. Os melhores resultados foram
obtidos com o cartucho polimérico LiChrolut® EN devido as caracteristicas polares
dos metabdlitos. As recuperacdes variaram de 69 a 109% e os LODs de 0,01 a 0,1
ug L. Foi detectada a presenca de 3 dos compostos analisados.

PRIMEL, (2003) desenvolveu um procedimento para a determinacdo de
residuos de quincloraque, bentazona, 2,4-D, clomazona e propanil em aguas de
superficie, utilizando SPE e HPLC-UV. Utilizando como fase mével a mistura
metanol:agua, 60:40, com pH ajustado a 4,0. Foram pré-concentrados 250 mL de
amostras em cartuchos de SPE com sorvente C18. O niveis de concentracao para o
método entre ficaram entre 0,1 e 0,5 pg L. As recuperacdes variaram de 85,7 a
109,8% com RSD de 1,8 a 13,4%. A método foi aplicada para analises de agua de
irrigacdo da lavoura de arroz, que contém residuos de pesticidas, na regido central
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do estado do RS. Os limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos permitiram
analisar amostras de 4gua com concentracdes de até 0,5 pg L™ de quincloraque e
bentazona e de até 0,1 pg L' de 2,4-D, clomazona e propanil. Também foi
acompanhada a degradacdo do herbicida clomazona aplicando o processo de
fotodegradacdo com luz UV, utilizado GC-MS para identificar seus principais
produtos de degradacao.

AYANO et al., (2004) estudaram a determinagéo de 5 sulfoniluréias (incluindo
pirazossulfurom) e 3 uréias em amostras de agua pura, potavel e de rio. Para
extragdo utilizaram SPE com 3 tipos de cartuchos: polimero de poliestireno (PS2),
C18 e polimero de N-vinil-pirrolidona (Oasis®), Usando 500 mL de amostra e eluicao
com metanol (para os cartuchos Oasis) ou acetonitrila (para os demais). O sistema
de detecgao utilizado foi LC-ESI-MS, no modo de ionizagdo positivo, com coluna
C18 e fase movel composta por acido acético 0,15% e acetonitrila. De maneira
geral, as melhores recuperacbes foram obtidas com cartuchos Oasis. Para
pirazossulfurom, elas ficaram entre 45,2 e 75,8% utilizando PS2; entre 9,1 € 98,5%
para C18 e 86,4 e 112,9% para Oasis®, nos 3 tipos de agua. Os LOQs variaram de
0,6a659ngL".

CARABIAS-MARTINEZ et al. (2004) estudaram dois métodos, empregando
LC-DAD ou LC-MS, para detecc¢ao simultanea de fenil- e sulfoniluréias em amostras
de agua natural. Testando cartuchos de SPE com diferentes sorventes: poliméricos
(Oasis® HLB ou Lichrolut® EM) ou C18. O volume de amostra pré-concentrado foi
de 500 mL e eluicdo com acetonitrila. Os sistemas de detec¢do consistiam de um
LC-DAD a 245 nm, com fase mével ACN-tampao fosfato e um LC-MS no modo
fullscan (ionizacdo positiva) e quantificagdo no modo SIM, usando fase movel
ACN:formiato de aménio. Entre os cartuchos de SPE testados o Oasis foi escolhido
como melhor sorvente. O método por LC-DAD foi mais afetado por interferéncias. As
recuperacaoes obtidas ficaram entre 70 e 95%. Os procedimentos, SPE HPLC-DAD
e SPE-LC-MS, foram aplicados para analise de amostras de agua de rio, os limites
de deteccdo obtidos ficaram abaixo de 50 ng L™" para ambos os procedimentos.

PALMA et al. (2004) estudaram a presenca de residuos dos pesticidas
simazina, hexazinona, 2,4-D, picloram e carbendazim em &guas de superficie do
Chile, nos anos de 2001 e 2003. SPE com 500 mg de C18, 500 mL de amostra e
eluicdio com 3 mL de acetonitrila. HPLC-DAD com fase reversa (RP do inglés
Reverse Phase), usando fase mével de acetonitrila:acetato de aménio 1 mmol L™
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(1:3) e deteccdo a 220 nm para simazina, hexazinona e carbendazim e
acetonitrila:acido acético 17 mmol L™ (1:1, vA), 230 nm para 2,4-D e picloram. As
recuperagoes ficaram entre 88 e 99%, com RSD menores que 20% e LOD de 0,1 ug
L™ para todos os pesticidas. Todos os pesticidas analisados foram detectados nas
amostras de 4gua, em concentracdes que variaram de 0,2 a 4,5 ug L™.

VEGA et al. (2005) descreveram o desenvolvimento de um método analitico
para determinar 32 pesticidas, usado em areas agricolas do sul da Espanha, através
de LC-MS com ionizacdo electrospray (ESI) no modo positivo. A extracdo dos
compostos de amostras de solo foi feita por sonicacao, extracao liquido-sélida com
metanol e agua, além de uma etapa de clean up por SPE com cartuchos Oasis HLB.
Os limites de deteccao variaram entre 10 e 50 ng L™ para 4guas e 0,5-2,5 pg kg™
para solos, enquanto que os limite de quantificacdo variaram de 25 a 50 ng L' para
agua e 1,5 a 5,0 pg kg™ para solos. As recuperacdes entre 60-110% foram obtidas
para todos os compostos. Carbendazim, simazina e diuron foram os pesticidas mais
freqientemente detectados nas amostras de agua, enquanto que nos solos foram
detectados os herbicidas simazina, diuron e terbutilazina.

TRAN et al. (2007) neste estudo descreveram a aplicacdo de diferentes
técnicas de extracdo para a pré-concentracao de dez herbicidas polares acidos e
nao-acidos (2,4-D, atrazina, bensulfurom-metilico, clomazona, dicamba, diuron,
MCPA, metolaclor, simazina e triclopir) em amostras de agua de rio. A eficiéncia da
extracao foi feita através da comparacao entre a LLE com diclorometano e SPE
usando cartuchos Oasis HLB ou discos SBD-XC. Os herbicidas foram separados e
quantificados por HPLC-UV. Para a aplicagdo no método foi escolhido SPE usando
discos SDB-XC. Foi observado um aumento na concentracdo dos herbicidas
avaliados em dois pontos de coletas depois de um periodo de chuvas. Este aumento
foi de: 0,1-17,8 pg L™, <0,1-0,9 pg L'e 0,2-17,8 pg L™ no ponto de coleta 1; <0,1-3,5
ug L™, <0,1-0,2 pg L'e <0,2-3,2 ug L'no ponto de coleta 2 para simazina, atrazina e
diuron que foram os herbicidas encontrados.

CHEN et al. (2007) utilizando metanol e agua como solventes para extracéao e
cartuchos de SPE com sorbente de troca ibnica para realizacao do clean up do
extrato para a extracdo e a quantificacdo foi feita por HPLC-UV. As recuperacdes
obtidas para o método foram de 90,7 e 100,6%, € os limites de detecg¢ao estimados
de 0,0015 mg kg e a concentracdo minima quantificada de 0,005 mg kg™
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KURZ (2007) desenvolveu e validou um método para determinagdo, em
aguas, de residuos dos herbicidas imazetapir, bispiribaque-sddico e pirazossulfurom
etilico e do inseticida fipronil, incluindo seus principais metabdlitos: desulfinil fipronil,
fipronil sulfeto e fipronil sulfona. Os herbicidas foram determinados por HPLC-DAD e
o fipronil e seus metabdlitos foram determinados por GC-ECD. Os LOQ para o
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 metabolitos. As recuperacdes ficaram entre 90,8 e 114,2%,
com RSD menores que 13,4% para os herbicidas e recuperacboes entre 81,3 e
112,3% com RSD menores que 14,2% para fipronil e metabdlitos. Este método foi
aplicado em estudos de degradacao e dissipacado de pesticidas em lavouras de arroz

irrigado, onde foram aplicados os pesticidas, nas safras de 2004/05 e 2005/06.

2.8 Validacao de métodos cromatograficos para a determinagéo de pesticidas

Para determinar residuos de pesticidas devem ser desenvolvidos
procedimentos de extracdo eficientes, bem como métodos analiticos com alta
seletividade, a fim de assegurar que, caso esses residuos estejam presentes nas
amostras analisadas, seja possivel a sua separacao e posterior quantificacao.

A validacdo do método é o processo realizado para demonstrar que é
aceitavel para seu propoésito pretendido. Deve levar em consideracdo todas as
incertezas do processo analitico, incluindo aquelas atribuidas aos equipamentos,
padrbes, calibracbes, analista e ambiente (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007). A
validacdo faz parte de qualquer documentacdo submetida as agéncias
governamentais de regulamentacdo da Unido Européia, Japao, Estados Unidos e
outros paises, quando se pretende o registro de métodos usados para a
quantificacao de produtos como farmacos em fluidos bioldgicos e determinacao de
residuos de pesticidas em varios tipos de matrizes (TATE & HEINY, 1996; SANCO,
2007; RIBANI et al., 2004).

A validacao de um método que emprega técnicas cromatograficas pode ser
considerada como a soma de diferentes etapas de validagdo a serem incluidas no
processo analitico. Em geral, a validacdo do método envolve a execucdo e a
interpretacdo de uma série de experimentos planejados a fim de avaliar as
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caracteristicas do método. Desta forma, todas as variaveis de um método devem ser
consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparacdao da amostra,
separacao cromatografica, deteccao e avaliacdo dos dados (SANCO, 2007; RIBANI
et al., 2004; ICH, 1996).

Os parametros geralmente envolvidos no procedimento de validagdo dos
métodos analiticos sdo: curva analitica, linearidade, limite de deteccdo e
quantificacao, precisao (repetibilidade e precisao intermediaria) e exatidao (SANCO,
2007; LANCAS, 2004, RIBANI et al., 2007).

2.8.1 Curva analitica e linearidade

A calibracdo é um dos estagios fundamentais na analise quimica. A curva
analitica é a ferramenta de quantificacdo mais freqliientemente utilizada e consiste
na determinacdo da resposta de determinado instrumento as varias concentracoes
da substancia em estudo (ZANELLA et al., 2000; SHABIR, 2003, FEINBERG, 2007).

Para a maioria das técnicas analiticas cromatograficas, uma relacao linear de
primeira ordem é observada entre a resposta do detector (y) e a concentracéo (x) do
analito em estudo, podendo ser descrita pela Equacao 1 da regresséo linear.

y=ax+b Equacao 1

Onde b é a interseccao da curva analitica e a é a inclinacdo da reta.
Idealmente, a deve ser reprodutivel e b ndo deve ser estatisticamente diferente de
zero. A regressao linear deve também ter um alto coeficiente de correlagao (r >
0,9999) (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007; ICH, 1996).

A linearidade de um método analitico € a capacidade de gerar resultados
proporcionais a concentracao da espécie em analise, na qual é possivel relacionar o
valor de uma variavel dependente (y), que € a resposta do detector, através do
conhecimento da concentracdo que é a variavel independente (x) (FEINBERG,
2007; LANCAS, 2004).
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A linearidade € determinada através da andlise de uma série de solucdes
analiticas, de diferentes concentracoes, variando estas de acordo com a finalidade

da andlise.

2.8.2 Limite de Deteccdo e Limite de Quantificagéo

Segundo RAWN et al. (2001) os métodos analiticos utilizados na analise de
pesticidas devem ser os mais sensiveis possiveis. A sensibilidade do método
analitico como um todo € normalmente definida em termos de Limite de Deteccao
(LOD, do inglés Limit of Detection) e Limite de Quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of
Quantification) ou determinacado (LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2007).

O LOD é a menor concentracdo de soluto detectada pelo procedimento em
estudo e é geralmente expresso em unidades de concentracao (RIBANI et al., 2007).

O LOQ é a menor concentracao de soluto que pode ser determinada com
precisdo e exatiddao aceitaveis nas condigdes experimentais e também é geralmente

expresso em unidades de concentracao.

2.8.3 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

A precisao determina a dispersao nos resultados obtidos de analises multiplas
de uma amostra homogénea. A precisdo é um dos critérios mais importantes para o
julgamento do desempenho de um procedimento analitico. A precisdo pode ser
determinada em termos de repetitividade e precisao intermediaria (RIBANI et al.
2004; SANCO, 2007; HUBER et al., 2007):

Repetitividade é o grau de concordancia dos resultados de testes individuais

quando o procedimento é aplicado repetitivamente a amostragens multiplas de uma
amostra homogénea ou a amostras artificialmente preparadas. A repetitividade é
expressa pela estimativa do desvio padrdo relativo (RSD, do inglés Relative
Standard Deviation), ou pela estimativa do desvio padrao absoluto (s). Este teste é
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realizado pelo mesmo analista, no mesmo laboratério e utilizando o mesmo
instrumento.

Precisdo intermediaria indica o grau de concordancia dos resultados de testes

obtidos para andlise de uma mesma amostra feita por diferente analista e/ou
diferente instrumento e em diferentes dias. O valor numérico usado para avaliar a

precisdo, RSD, pode ser calculado através da Equacéo 2.

RSD = —— x 100 Equacao 2
Xm

onde:

s = estimativa do desvio padrao absoluto = {3(x; - xm)?/ N - 1}"/2;
x; = valores individuais;

Xm = média de uma série de medidas (replicatas);

N = nUmero de medidas.

2.8.4 Exatidao (Recuperacao)

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido
por uma medicao perfeita e este valor é indeterminado por natureza (RIBANI et al.,
2004; SANCO, 2007; HUBER et al., 2007).

A exatidao é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo). Estes limites
podem ser estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis
de tragos. O numero de ensaios varia segundo a legislagdo ou diretriz adotada e
também com as caracteristicas da pesquisa. A ICH (1996) estabelece que um
minimo de nove determinagdes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de
concentragdo deve ser obedecido. Por exemplo, ensaios em triplicata para trés

niveis de concentracao.
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A recuperacao (ou fator de recuperacéo), R, é definida como a proporcao da
quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na porcao analitica
do material teste, que é extraida e passivel de ser quantificada.

A recuperacao geralmente é dependente da concentracao, por isso deve ser
avaliada na faixa de concentragdo esperada para a amostra e utilizando-se niveis
proximos a esta faixa para fortificacdo. A recuperacdo € calculada através da

Equagao 3, onde é expressa em porcentagem de recuperacgio.

R (%) :%

3

x100 Equacao 3

onde:
C1 = concentracao determinada na amostra fortificada
C. = concentracao determinada na amostra néo fortificada

Cs3 = concentracéo fortificada
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na utilizacdo de dois diferentes
métodos de extracdo, SPE para amostras de agua e extracao por solvente em
banho de ultra-som para amostras de solo e quantificacdo por HPLC-DAD e LC-
MS/MS (Figura 6).

Parte deste trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Andlise de
Compostos Organicos e Metais (LACOM), na Fundacao Universidade Federal do Rio
Grande (FURG).

O estudo da dissipagdo dos compostos foi desenvolvido em um experimento
de campo, realizado na varzea experimental do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria, seguindo as Boas Praticas Agricolas
(RODRIGUES & ALMEIDA, 1998) onde foram aplicados os herbicidas indicados
para a cultura de arroz irrigado.

EXPERIMENTO NA VARZEA
DA UFSM

LABORATORIO
LARP - UFSM

AMOSTRAS DE AMOSTRAS DE
AGUA SOLO

EXTRAGAO EM EXTRACAO POR
FASE SOLIDA ULTRA-SOM

HPLC-DAD HPLC-DAD LC-MS/MS

Figura 6 — Fluxograma do estudo realizado neste trabalho.
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3.1 Instrumentacao

sequir:

v
v
v

v

A instrumentacao utilizada no desenvolvimento do método estd descrita a

Bomba a vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);
Centrifuga Jouan G 412 ( Saint Nazaire, Franca)
Manifold para SPE Varian (Palo Alto, CA, USA) para a pré-concentragao
simultdnea de 20 amostras;
pHmetro modelo pH500 Cole Parmer equipado com eletrodo de vidro
combinado (Vernon Hills, Illinois, EUA)
Ultra-som Bandelin Sonorex RK 510 (Mérfelden-Walldorf, Alemanha);
Balanca analitica de precisdo modelo AG 245 Mettler Toledo (Greifensee,
Suica);
Sistema de purificagdo de agua Direct-Q UV3 Millipore (Bedford, MA, USA)
Sistema de filtracdo em membrana Advantec com membranas HA em ésteres
de celulose de 0,45 pm e 47 mm.
Sistema HPLC-DAD: Cromatégrafo a liquido Varian (Palo Alto, CA, USA)
equipado com:

v" Valvula de injecao modelo 7125 (Rheodyne, EUA) equipada com alca

de injecdo de 20 pL;

v" Bomba ternaria modelo 9010 com sistema ternario de eluicao;

<\

Sistema de aquisicdo de dados Star Workstation 6.0

v" Coluna analitica Synergi 4 u Fusion RP-80 (250 x 4,6 mm de d.i.; 4 um)
e coluna de guarda do mesmo material (4 x 3 mm), ambas da firma
Phenomenex (Torrance, CA, USA);

v" Detector por Arranjo de Diodos (DAD) ProStar 335 (Varian,);

Sistema LC-MS/MS: Cromatografo a liquido Alliance Separations Module
2695 (Waters, EUA) equipado com:
v" Amostrador automatico, bomba quaternaria, forno para coluna e sistema

de desgaseificacao;
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v" Coluna XTerra® MS C-18, 50 x 3,0 mm de d.i. e 3,5 um de tamanho de
particula (Waters, Irlanda),

v Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ APl (Waters, Inglaterra) com
fonte API, utilizando o modo de ionizagao por Electrospray;

v’ Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx e
QuanLynx 4.0 (Waters, Inglaterra).

v’ Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments Ltda.,
Escécia)

3.2 Reagentes solventes e materiais.

v Acetonitrila, diclorometano e metanol grau residuo - Nanograde® (Mallinckrodt,
EUA);

v Extran® neutro e alcalino (Merck, Brasil);

v' Agua destilada e deionizada;

v' Agua purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resisitividade 18,2 MQ
cm);

v Acido férmico p.a. 98 - 100% (Merck, Brasil)

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

v Cartuchos para SPE Strata® C18-E, 500 mg/3 mL e Strata-X® 200 mg/6 mL
(Phenomenex, EUA).

v' Tubo de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 mL
(Sarstedt, Alemanha)

v' Gas argbnio usado para como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS (White
Martins)

v' Géas usado para evaporacdo dos extratos: Nitrogénio 99,99% de pureza (Air
Products, Brasil)

v" Membrana em ésteres de celulose 0,45 um, 47 mm (Millipore, Brasil)
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3.3 Padroes analiticos dos herbicidas estudados

A Tabela 8 apresenta os fornecedores e o0 grau de pureza dos padrdes

analiticos utilizados nesse trabalho.

Tabela 8 - Informacoes dos padroes analiticos sélidos utilizados.

Pesticida Fornecedores Grau de pureza (%)
Clomazona Dr. Ehrenstorfer 93,0
Imazapique Dr. Ehrenstorfer 99,0
Imazetapir Dr. Ehrenstorfer 98,0

As solugcdes analiticas estoque, na concentracdo de 1000 mg L' dos
herbicidas foram preparadas individualmente através da dissolu¢cdo em acetonitrila e
armazenadas em frascos ambar a temperatura de -18 °C. A partir das solugcdes
estoque 1000 mg L™, foram feitas solugdes padrdes na concentragdo de 100 mg L™
para cada um dos herbicidas clomazona, imazapique e imazetapir. A partir das
solucdes de 100 mg L™ foram preparadas solucdes de trabalho, utilizadas para a
construgdo das curvas analiticas. Todas as solu¢des de trabalho para HPLC foram

preparadas em acetonitrila.

3.4 Otimizacgao do sistema cromatogréafico para determinagédo dos herbicidas

3.4.1 Escolha da fase moével e da vazao

Sistema HPLC-DAD: A fase moével foi preparada medindo-se separadamente

partes de acetonitrila ou metanol grau HPLC e partes de agua purificada em sistema
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Direct-Q UV3®, a mistura foi acidificada, e desaerada em ultra-som por 10 min, a
temperatura ambiente.

Para a escolha da composicdo da fase mével para a separacao
cromatografica testaram-se as seguintes composicdes conforme abaixo, nas vazdes
de 0,7;0,8;1,0e 1,2 mL min™":

e Metanol:agua (60:40, v/v),
e Metanol:agua (65:35, v/v),
e Acetonitrila:agua (50:50, v/v),
e Acetonitrila:agua (40:60, v/v),
Todas as composicdes foram acidificadas conforme item 3.4.3 e testadas.

Sistema LC-MS/MS: foram testados diferentes composicdes dos solventes da
fase mével conforme abaixo, nas vazdes de 0,05; 0,07; 0,1 e 0,2 mL min™;
e Metanol:agua (60:40, v/v);
e Metanol:agua (65:35, v/v);
e Acetonitrila:dgua (50:50, v/v);
e Acetonitrila:dgua (40:60, v/v);
Toda a agua usada na composicao da fase mével foi purificada em sistema

Direct-Q UV3®e acidificada com 0,1% (v/v) de acido férmico.

3.4.2 Escolha do comprimento de onda de maxima absor¢cdo de cada herbicida no
HPLC-DAD

Os espectros de absorcdo na regidao do ultravioleta foram obtidos fazendo a
injecdo individual de cada pesticida no cromatdgrafo a liquido acoplado a um
detector por arranjo de diodos. A partir do espectro, determinou-se o comprimento
de onda maximo de cada herbicida. O espectro do padrao foi utilizado para

confirmar a identidade dos picos nas amostras.
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3.4.3 Ajuste do pH da fase mével

Em HPLC de fase reversa, quanto mais hidrofébico for o analito, mais ele é
retido. Quando o analito se torna ionizado, fica menos hidrofobico, e sua retencéo
diminui. Por isso, para garantir uma maior intera¢cdo dos herbicidas em estudo com a
fase estacionaria utilizada é necessaria a acidificacdo da fase mével. Para esse fim,
foram testadas solugdes aquosas de acido férmico (1:1, v/v) e acido fosférico (1:1,
v/v), com ajustes de pH em 4,0; 3,0 e 2,0. Escolheu-se o &cido fosférico porque esse
apresenta uma baixa absorcao na regido do UV.

Para o sistema LC-MS/MS a fase aquosa da fase movel foi acidificada com
acido férmico adicionado 0,1% deste acido. No sistema LC-MS ¢é indicado o uso de
acidos organicos, mais volateis para evitar que estes se cristalizem na interface, e
esta acidificacdo também ira ajudar na fragmentacao dos compostos a serem

determinados.

3.5 Condigdes de Analise por LC-MS/MS

3.5.1 Condicoes do sistema de deteccao

Para otimizar as condicbes do espectrdmetro de massas foram feitas
infusbes, ou seja, injecdes diretas no espectrdbmetro de massas, com solugcao
analitica padrdo 1 mg L™ de cada herbicida individualmente. A partir das infusées foi
escolhido o modo de ionizagdo da fonte, voltagem do capilar, voltagem do cone e
energias de colisdo. Os parametros de temperatura da fonte, temperatura e vazao
do gas de dessolvatacdo e do cone da amostra foram usados dentro de uma faixa
indicada pelo fabricante.

Apds a escolha destas condicdes foram selecionados 0s ions a serem

monitorados para quantificagdo e qualificacao.
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3.6 Otimizagao dos parametros para quantificagdo das amostras

3.6.1 Amostras de agua

As amostras de agua utilizadas para a validacdo do método foram coletadas
em um agude, situado na Varzea Experimental da Universidade Federal de Santa
Maria. Os parametros fisico-quimicos desta agua sdo: DQO (Demanda Quimica de
Oxigénio) = 15,42; Turbidez = 22 UT; pH = 6,49; Cor real = 10 mg Pt L™'; Alcalinidade
total = 8,7 mg L™ e Sélidos totais 100 mg L. Estas analises foram efetuadas no
Setor de Quimica Industrial e Ambiental, UFSM.

Para a etapa de otimizacdo do sistema SPE utilizou-se amostras de agua
purificada em sistema Direct-Q UV3°®.

As amostras provenientes do experimento de degradacdo em lavoura de
arroz caracterizam-se por conter alta quantidade de sélidos em suspensao e matéria
organica dissolvida, tais como acidos humicos e fulvicos, sendo propensas a
apresentar interferéncias na analise cromatografica. Por isso, na etapa de validacao
do método, utilizou-se amostras de agua de superficie, coletadas em um acude
localizado no Campus da UFSM, em uma regido supostamente livre de
contaminacao por pesticidas. Para avaliar a existéncia de possiveis interferentes que
poderiam prejudicar a quantificagdo por HPLC-DAD foram feitas extragdes
utilizando-se essas amostras.

O armazenamento das amostras, necessario devido ao grande numero de
amostras coletadas por dia, foi feito diretamente nos cartuchos de SPE. As amostras
foram recebidas no laboratério, filtradas em membranas de ésteres de celulose 0,45
um, 47 mm, e extraidas em cartuchos de SPE, os quais foram envoltos em papel

aluminio e armazenados em freezer a -18 °C até o momento da quantificacao.
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3.6.1.1 Sistema SPE para a pré-concentracao dos herbicidas

A Figura 7 apresenta o sistema manifold utilizado para a pré-concentracéo de
amostras de a4gua em cartuchos para SPE.

O sistema empregado é composto por uma caixa de vacuo com espago para
trabalhar, simultaneamente, com 20 cartuchos para SPE. Esse sistema ¢é
conveniente quando € necessario pré-concentrar um numero consideravel de
amostras. As amostras, colocadas em baldes volumétricos, foram transferidas para
os cartuchos SPE através de tubulagbes de politetrafluoretiieno (PTFE). A
transferéncia ocorreu por sucgdo em funcdo do vacuo aplicado no sistema,
controlado para cada cartucho através das torneiras e valvulas. Adotou-se uma
vazao da ordem de 5 mL min' para a pré-concentracdo das amostras.

Figura 7 - Sistema SPE utilizado para a pré-concentracao dos herbicidas em
amostras de agua.

3.6.1.1.1 Sorventes avaliados

Para a pré-concentracdo dos herbicidas, foram avaliados dois diferentes
sorventes, sendo octadecilsilano (C18) contendo 500 mg de fase em tubos tipos
seringa e capacidade para um volume de 3 mL e tamanho médio das particulas de
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55 um e outro sorbente polimérico denominado Strata-X® (polimero de estireno-
divinilbenzeno com superficie modificada), contendo 200 mg de fase em tubos de 6

mL e tamanho médio das particulas de 33 um.

3.6.1.1.2 Volume da amostra

O volume de amostra foi escolhido em fungdo do volume de breakthrough, o
qual ocorre quando os pesticidas nao sao fortemente retidos pelo sorbente ou
quando a capacidade do sorbente é excedida. Essa Ultima situacdo é dificil de
ocorrer, uma vez que, em analises ambientais, as concentracdes reais sao da ordem
de pg L' (BARCELO & HENNION, 1997). Para um dado sorbente do tipo fase
reversa, o volume de breakthrough é funcao da hidrofobicidade do soluto e a massa
de sorbente usada (SIMPSON & WELLS, 2000; PERREAU et al., 2007).

Uma das formas de se avaliar o volume de breakthrough consiste em se pré-
concentrar amostras de dgua de volumes crescentes, cada um contendo a mesma
quantidade do analito, e entdo medir as areas ou alturas dos picos eluidos. Quando
o volume de amostra aumenta, a concentragdo do analito diminui, de tal forma que a
quantidade de analito pré-concentrada permanece constante e as areas dos picos
também deveriam ser constantes. Quando o breakthrough ocorre, a quantidade
extraida é reduzida, e a area do pico diminui.

Foram estudados volumes variando de 50 até 500 mL, contendo a mesma
massa de cada um dos analitos. A Tabela 9 mostra os volumes e as concentragbes
dos herbicidas que foram estudados para se chegar ao volume de breakthrough.
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Tabela 9 - Volume de amostra e concentracao dos analitos utilizados para

obtencao do volume de breakthrough.

Volume (mL) Concentragao (ug L)
Herbicidas
50 2,000
100 1,000
150 0,666
200 0,500
250 0,400
300 0,333
500 0,200

3.6.1.1.3 Ajuste do pH da amostra de agua

Compostos ionizaveis apenas sao retidos em silica modificada com C18 se
estiverem na sua forma neutra, de tal forma que o pH da amostra é um parametro
importante, especialmente para a extragcdo de pesticidas fracamente acidos ou
basicos (BARCELO & HENNION, 1997; SIMPSON & WELLS, 2000).

Na pré-concentracdo dos herbicidas, foram testados os valores de pH da
amostra ajustados em 2,0; 3,0 e amostra sem ajuste de pH (em torno de 6,0). O pH

da amostra foi ajustado com uma solugédo aquosa de acido fosférico 1:1 (v/v).

3.6.1.1.4 Escolha do solvente de elui¢ao

Para a eluicdo dos cartuchos contendo os extratos dos herbicidas foram
testadas as diferentes composicoes de solventes:
e metanol puro;
e acetonitrila puro.

e diclorometano:metanol (65:35, v/v),
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e diclorometano:metanol (80:20, v/Vv),
e diclorometano:acetonitrila (50:50, v/v),

Também foram testados volumes de eluicdo de 1 e 2 mL.

3.6.2 Amostras de solo

O solo utilizado nos estudos é classificado como Planossolo Hidromorfico
Eutréfico Arénico, pertencente a unidade de mapeamento Vacacai. Apresenta relevo
plano a suavemente ondulado, substrato de sedimentos aluviais recentes. Em geral,
essa unidade de mapeamento apresenta textura média (15 a 25% de argila), com
baixos a médios teores de matéria organica, pobres em nutrientes e mal drenados,
bastante influenciados pela presenca de agua, condicionada pelo relevo
(MARCHEZAN et al., 2006).

As propriedades fisico-quimicas do solo usado para validacdo foram
determinadas no Laboratério de Analise de Solos do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Santa Maria e estao descritas na Tabela 10.
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Tabela 10 - Propriedades fisico-quimicas do solo onde foi realizado o
experimento. Santa Maria, RS. 2007.

Anaélise Quimica Analise Fisica
Distribuicdo do tamanho das %
particulas

pH (H20 1:1) 5,8 Areia Grossa (2 - 0,0 mm) 10,2
pH (SMP)* 6,4  Areia Fina (0,2 - 0,05 mm) 34,3
P(mgL") 11,5  Silte (0,05 - 0,002 mm) 32,5
K (mgL™) 68,0 Argila (< que 0,002 mm) — (m/v) 23,0
Al (cmol. L) 0,0 M.O.(mN)=1,8%

Mn (mg L™ 7,8  Classe Textural 4

Ca (cmols L™ 5,1

Mg (cmolc L™ 3,1

H + Al (cmol. L™ 2,7

CTC efetiva (cmols L™) 8,4

CTC/pH 7 (cmole L") 11,1

Saturacao Bases (%) 75

Relacao Ca/Mg 1,6

Relacao Ca/K 33,1

Relacao Mg/K 20,1

*Solugdo SMP (SHOEMAKER, MCLEAN E PRATT) mistura de sais neutros com varios
tampdes (SILVA, 1999).

Para a escolha do melhor procedimento de extracdo dos pesticidas das
amostras de solo foram testadas algumas variacées no tipo de solvente, o melhor
pH e a quantidade de amostra a ser pesada.

Todas as amostras foram submetidas a um banho de ultra-som por 30 min e
apos esse tempo eram levadas para centrifugacéo por 5 min com rotacao de 3600

rpm.
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3.6.2.1 Quantidade de amostra de solo

Nesta etapa da extracao testou-se diferentes quantidades de solo, a fim de
também minimizar o volume de solvente para extracdo e gerar 0 menor volume de

residuos. Foram pesadas e testadas massas de 2,0, 5,0 € 10,0 g de solo.

3.6.2.2 Solventes de extracao e ajuste do pH

Para a escolha do melhor solvente para extracdo dos herbicidas do solo
foram testadas as diferentes composicdes de solventes com ajuste de pH:
e metanol puro;
e metanol puro pH 3,0;
e metanol puro pH 9,0;
e acetonitrila pura;
e acetonitrila pura pH 3,0;
e acetonitrila pura pH 9,0;
e metanol:agua (90:10, v/v),
e metanol:agua (90:10, v/v) pH 3,0;
e metanol:agua (90:10, v/v), pH 9,0;
e acetonitrila:dgua (90:10, v/v);
e acetonitrila:agua (90:10, v/v) pH 3,0;
e acetonitrila:agua (90:10, v/v), pH 9,0;
Todos os ajustes de pH foram feitos utilizando solu¢gdo aquosa de &acido
fosférico 1:1 (v/v) e solugéo aquosa de KOH 1 mol L.

3.6.2.3 Volumes de solvente testados na extracao

A utilizagdo de um volume reduzido de solvente no momento da extragao se

faz necessario para tornar a andlise menos dispendiosa além de gerar um menor
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volume de residuo. Com essa finalidade testaram-se diferentes volumes do solvente
de extracdo. Os volumes testados foram de 5,0, 10,0 e 30,0 mL, sendo que os 30

mL foram adicionados em trés etapas de 10 mL.

3.7 Validacao do método para amostras aquosas

Definidas as melhores condi¢cdes para a separacao dos pesticidas, foi feita a
validacdo dos métodos. Existem muitas citacbes na literatura apresentando
procedimentos para validacdo de métodos (ZANELLA et al., 2000; SANCO, 2007;
RIBANI et al., 2004; RIBANI et al., 2007), com parametros bem definidos por

diferentes grupos de trabalho de organiza¢des nacionais ou internacionais.

3.7.1 Curva analitica e linearidade

As curvas analiticas para os herbicidas foram construidas nas faixas de
concentracdao descritas nas Tabelas 19 e 20 para HPLC-DAD e LC-MS/MS,
respectivamente. Todas as solucbes foram preparadas em acetonitrila. Cada
solugéo foi injetada 6 vezes, tanto no HPLC-DAD quanto no LC-MS/MS, e o gréfico
da area x concentragao foi obtido com auxilio do programa Microsoft® Office Excel

2003. A partir das curvas analiticas, avaliou-se a linearidade do método.

3.7.2 Limite de Deteccao e limite de Quantificacao

Para determinar o LOD foi considerada a concentracdo cujo sinal
cromatografico obtido foi trés vezes maior, em relacdo ao sinal do ruido da linha
base, no tempo de retencéo dos picos de interesse e dez vezes maior para o LOQ.

Os valores de LOD e LOQ teéricos foram estabelecidos com base na Figura
8, onde o LOD corresponde a 3 vezes o0 ruido da linha de base e o LOQ

corresponde a concentragdo que produz uma relacdo sinal-ruido superior a 10.
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Mediu-se, com auxilio de um paquimetro, a altura do ruido proximo ao tempo de
retencdo dos compostos e determinou-se a concentracdo que corresponde a 3 e 10

vezes essa altura.

LOO
o 30 mAU
<L
E.
LOD
ImAl
Ruido
ImAU

Tempo {minutos) ——

Figura 8 - Diagrama demonstrando a forma de estabelecimento dos valores de
LOD e LOQ.

3.7.3 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

Neste trabalho, o estudo da precisdo do instrumento foi realizado efetuando-
se 6 injecdes de cada concentracdo das solucdes analiticas no sistema HPLC-DAD
e seis injecoes no sistema LC-MS/MS. Sendo que no HPLC-DAD as injecdes foram
feitas manualmente e no LC-MS/MS foram feitas através do injetor automatico

A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSD,) foi efetuada
procedendo-se a extracdo e andlise das amostras fortificadas. Cada nivel de
fortificacao foi extraido em triplicata e cada extrato injetado trés vezes.

Para avaliar a precisédo intermediaria (RSDp) do método por HPLC-DAD,

utilizaram-se dias e operadores diferentes para a anélise.
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3.7.4 Exatidao (recuperacao)

Para os ensaios de recuperacado as amostras de agua e solo utilizadas estao
descritas nos itens 3.6.1 e 3.6.2, respectivamente.

Fortificou-se as amostras com adicdo de pequenos volumes de uma solucao
estoque contendo a mistura dos herbicidas avaliados no estudo, a fim de se obter os
niveis de fortificacao desejados.

As recuperagdes para os herbicidas foram avaliadas nos niveis de 1, 5 e 10
vezes 0 LOQ do método desenvolvido, tanto para amostras de dgua quanto para os
solos.

3.8 Aplicagédo do método

3.8.1 Estudo da dissipacao dos herbicidas em lavouras de arroz irrigado

O método desenvolvido foi aplicado no estudo da dissipacdo dos compostos
em um experimento de campo, realizado na varzea experimental do Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria. Seguindo as Boas Praticas
Agricolas (RODRIGUES & ALMEIDA, 1998) foram aplicadas doses recomendadas
dos herbicidas para a cultura de arroz irrigado.

O estudo foi realizado nos anos agricolas de 2004/2005, 2005/2006 e
2006/2007, os dados de aplicacéao e formulagdes encontram-se no Anexo A, Tabelas
1,2e 8.

Na safra 2004/2005 o arroz foi cultivado no sistema pré-germinado, com
parcelas de 40 m? (10 x 4 m). A semeadura foi feita no dia 02/12/2004 e a aplicacdo
dos herbicidas foi realizada no dia 21/12/2004. Na safra 2005/2006, utilizou-se a
variedade de arroz IRGA 422 CL, o qual foi cultivado no sistema pré-germinado, com
parcelas de 40 m? (10 x 4 m). A aplicacdo dos herbicidas foi realizada no dia
06/12/2004. Na safra 2006/2007, utilizou-se a variedade de arroz IRGA 422 CL, o
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qual foi cultivado no sistema pré-germinado, com parcelas de 73,72 m?(9,7 x 7,6 m)
e a aplicacéo foi realizada no dia 28/11/2006.

A aplicacédo dos herbicidas foi realizada com pulverizador costal (pressao de
pulverizacdo: 275 kPa; com 4 pontas Teejet XR110.01 e vazdo de 111 L ha). A
altura da lamina de agua de 10 cm. As amostragens foram feitas no 12, 2¢, 3¢, 59, 79,
109, 149, 219, 28°, 352, 42°, 492, 56° dias apos a aplicacao dos pesticidas.

3.8.2 Cinética de degradacao e tempos de meia-vida

Modelos descritivos da dissipacdo de pesticidas sdo importantes para
assegurar que a quantidade aplicada é adequada para o controle da erva daninha e
para reduzir a chance de residuos excessivos. Os modelos mais usados para
descrever o decaimento de pesticidas relacionam o residuo (R) a uma funcao de
tempo (t) apds aplicacdo do pesticida e podem ser utilizados para se determinar a
cinética de reacao (MORTON et al., 2001).

InR=a+bt Equacao 4
InR = a + bt” Equacio 5
R"2=a +bt" Equacéo 6
R'=a +bt'"? Equacéo 7

O modelo mais comum usado para descrever a degradacao de pesticidas
esta expresso na Equacao 8, a qual corresponde a uma cinética de 12 ordem.
—In C/C, = kt Equacao 8
Onde:
C =residuo no tempo t
Co = residuo no tempo zero

k = constante de reacéo

Se for construido um grafico de In C em funcéo de t obter-se-4 uma reta cujo
coeficiente angular é —k, que é determinado pela natureza dos reagentes e pela
temperatura, e é um valor numérico caracteristico de cada reagdo (PENUELA &
BARCELO, 1998).
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Outra maneira de se caracterizar os sistemas € pela determinagéo do tempo
de meia-vida (ti2) do composto. O tempo de meia-vida é definido como o tempo
necessario para o pesticida sofrer degradacdo até a metade de sua concentragao
inicial. A determinacdo do ti» em estudos de campo depende fortemente das
condicbes ambientais e ele é influenciado por diferentes processos, incluindo
degradacao por microrganismos, migracao por volatilizagdo, escoamento superficial,
lixiviacdo, adsor¢ao na planta, entre outros (BARCELO & HENNION, 1997).

Para calcular o tempo de meia-vida na agua de lavoura de cada composto em
estudo foi usada a Equacdo 9, onde k é a inclinagdo da reta (BARCELO &
HENNION, 1997) e a cinética de reacao € de 12 ordem.

ti2 = (In 2)/k Equacao 9

Muitos dos dados sobre tempo de meia-vida disponiveis na literatura foram
obtidos em estudos realizados nos EUA e Europa, e eles normalmente ndo sao
aplicaveis a paises tropicais, onde as condigdes climaticas e a composicao dos
solos sdo completamente diferentes (BARCELO & HENNION, 1997).

3.8.3 Determinacéo da concentracao residual no solo na entre-safra do arroz irrigado

O herbicida imazapique e o imazetapir sdo registrados no Brasil para o
controle em pés-emergéncia precoce de mono e dicotileddneas na cultura da soja,
onde sao aplicados individualmente e em pré e pds-emergéncia das plantas
infestantes na cultura do arroz, principalmente para controle do arroz vermelho. A
formulagdo comercial que contém esta mistura é o Only® e é apenas aplicada no
sistema Clearfield®, que utiliza cultivares de arroz tolerantes aos herbicidas do grupo
quimico das imidazolinonas, de tal forma que o herbicida inibe o crescimento das
plantas daninhas e ndo destréi as plantas de arroz (AVILA et al., 2005; SHIVRAIN et
al., 2005).

Herbicidas deste grupo quimico sdo caracterizados por seus efeitos a baixas
doses de aplicacao, amplo espectro de atuacdo no controle de plantas daninhas e
alta persisténcia no solo. Esta alta persisténcia no solo pode levar a interferéncia
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destes compostos em outras culturas que venham a ser cultivadas, as quais sejam
sensiveis aos herbicidas dessa classe.

Em vista desta necessidade, foi conduzido um experimento na Varzea
Experimental da UFSM, com o objetivo de determinar a concentragdo residual de
imazapique e imazetapir no solo, apds dois anos de plantio de arroz com tecnologia
Clearfield®.

Para a realizacdo deste experimento foram coletadas amostras de solo em 4
datas diferentes no periodo da entre-safra do arroz, e também amostras com
diferentes profundidades de 0 a 5,5a 10,10a 15e 15a 20 cm.

3.8.4 Coletas e amostragens

Amostras de agua: As coletas das amostras de agua foram feitas em frascos
de vidro ambar, em 4 diferentes pontos dos canteiros: no centro, nas extremidades
norte e sul e na lateral até o volume de 1 L. As coletas foram feitas na superficie da
camada de agua para evitar a amostragem excessiva do material sélido presente no
fundo da lamina. As datas das coletas foram escolhidas com base em estudos
anteriores de PRIMEL (2003) e KURZ (2007), sendo definido que até o quinto dia
apos aplicacdo dos herbicidas fossem coletadas diariamente e, aumentando este
periodo para a cada dois dias até 10 dias e, depois a cada 7 dias.

Amostras de solo: as amostras de solo foram coletadas com auxilio de um
lisimetro, e coletadas em diferentes profundidades de 0 a5cm,5a10cme de 10 a
15 cm. Apds a coleta as amostras foram colocadas ao sol para secara e depois

moidas a fim de ficarem mais homogéneas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condicoes cromatograficas otimizadas para analise dos herbicidas por HPLC-
DAD

4 1.1 Escolha da fase mével e da vazao

Dentre as composicbes apresentadas no item 3.4.1, a que forneceu melhor
separacao dos analitos foi a mistura acetonitrila:agua (40:60, v/v), acidificada até pH
3,0 com solugao aquosa de &cido fosférico (1:1, v/v).

Dentre as vazdes testadas para a fase mével, foi feita uma programacao de
vazao e que apresentou uma melhor separacao (resolugdo) e um menor tempo de
retencdo, a qual comegou com 0,7 mL min” e de 8 a 9 min esta vazdo comegou a
aumentar até 1,0 mL min” mantendo-se esta vazdo constante até o final da analise.
Vazdes iniciais mais baixas de fase mével tornaram o tempo de analise excessivo.
Esta programacédo de vazdo permitiu uma melhor separacdo com pressdes de
aproximadamente 90 atm e tempo total de analise de 16 min.

Os picos cromatograficos, dos respectivos principios ativos, foram
identificados de duas maneiras: primeiro injetando, separadamente, um a um no
sistema cromatografico sob as mesmas condicbes e observando o tempo de
retencéo, e segundo, fazendo uma adicdo de padrdo em uma mistura dos trés
compostos e observando o aumento de sinal do respectivo herbicida, comparando
com o0s espectros obtidos.
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4.1.2 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absor¢cdo de cada
herbicida

Os espectros de absorcao obtidos no HPLC-DAD para solugdes individuais
dos herbicidas na concentracdo de 1,0 mg L™ foram utilizados para se obter o
comprimento de onda maximo de cada herbicida, e também para confirmar a
identidade dos analitos comparando-se o espectro obtido para os padrbes e 0s
obtidos para as amostras.

Com base nos espectros (Figura 9), foram escolhidos o comprimento de onda
maximo para cada herbicida, os quais foram monitorados em cada analise. Para
imazapique e imazetapir, o comprimento de onda escolhido foi 254 nm e para o
clomazona foi escolhido o comprimento de onda de 220 nm.

mAU .00

- ] w o 1]

250 300 350

nm

mAU
mAU 304

254
3 \/ B &

204

275 300 325 1350 1375 50 300 1350
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Figura 9 — Espectros de absorcao, de 200 a 400 nm, obtidos por HPLC-DAD de
uma solucdo analitica contendo 1,0 mg L™ de cada herbicida: (A) Imazetapir,

25 250

(B) Imazapique e (C) Clomazona.
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As melhores condi¢des cromatograficas obtidas para a separacao e deteccéo

dos herbicidas no sistema HPLC-DAD estdo demonstradas na Tabela 11.

Tabela 11 - Condicoes cromatograficas utilizadas para a quantificacao dos
herbicidas por HPLC-DAD.

Coluna analitica Synergi 4 p Fusion RP-80 C18 (250 x 4,6 mm, 4
um)

Fase movel Acetonitrila:Agua (40:60, v/), ajustada a pH 3,0
com HzPOy4 (1:1, v/V)

Vaz&o da fase mével  De 0 até 8 minutos — 0,7 mL min™

De 8 até 9 minutos — 0,7 & 1,0 mL min™
De 9 até 16 min — 1,0 mL min™

Detector Por arranjo de diodos, monitorando em 254 nm
para imazetapir e imazapique € em 220 nm para o
clomazona

Alca de injecéo 20 puL

Com estas condicoes, o perfil de um cromatograma tipico de separacao dos
trés herbicidas pode ser observado na Figura 10, obtido com a injecao de 20 pL de
uma solugdo analitica contendo 1,0 mg L' de cada herbicida. Os herbicidas
imazapique e imazetapir foram monitorados no comprimento de onda de 254 nm,
pois neste comprimento de onda ha menor interferéncia facilitando a quantificagcao
quando determinados em amostras reais (ver Figura 15). Para o clomazona foi
escolhido o de 220 nm devido a maior absorgédo neste comprimento de onda
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Figura 10 - Cromatograma tipico de uma solucéo analitica contendo 1,0 mg L™
dos herbicidas imazapique (tg 6,5 min), imazetapir (tg 7,6 min), e clomazona (tg
13,7 min) (A) A =220 nm; (B) A = 254 nm.

4.2 Condicoes cromatograficas otimizadas para analise dos herbicidas por LC-MS

4.2.1 Condicbes do sistema de injecéo e de detecgao

Para o sistema de injecdo da amostra ficou estabelecido que as melhores
condicdes seriam utilizando uma fase mével com 60% de solugcdo aquosa com 0,1 %
de &cido férmico e 40% de acetonitrila numa vazao constante de 0,07 mL min™', com
um tempo total de analise de 9 minutos.

Para o espectrOmetro de massas, a partir da realizacdao das infusdes foi
determinado que as melhores condicées de fragmentacdo dos ions monitorados
seriam utilizando a fonte de ionizacdo por APl com electrospray no modo positivo
com temperatura da fonte em 100 °C. A temperatura do gas de dessolvatacao foi de
350 °C, as vazbes do gas nitrogénio para dessolvatacao da amostra e para o cone
da amostra, respectivamente 500 e 50 L h™", estes valores ficaram dentro da faixa de
trabalho indicada pelo fabricante. A Tabela 12 apresenta os herbicidas analisados
por LC-MS/MS, usando modo de ionizacdo ESI+, e modo de aquisicdio MRM, os
ions precursores e ions produtos, energia de colisdo, para as duas transicbes com

uma voltagem do cone de 40 V e do capilar de 4,0 kV.
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Tabela 12 - Herbicidas quantificados por LC-MS/MS, modo de ionizacao ESI
positivo e modo de aquisicao MRM, ions precursores e ions produtos, e
energia de colisao, para as duas transicoes.

12 Transicao 22 Transicao
(quantificacao) (confirmacao) Dwell
Herbicida Massa - - .
] ] Energia , ] Energia Time
Molar lon lon o lon lon L.
Colisao Colisao (s)
Precursor Produto Precursor Produto
(eV) (eV)
Clomazona 239 240 125 25 240 101 20 0,3
Imazapique 275 276 231 20 276 185 30 0,3
Imazetapir 289 290 177 20 290 230 25 0,3

A Figura 11 apresenta um cromatograma total obtido no modo ESI+ para uma
solucdo analitica contendo os herbicidas, empregando-se as condi¢cdes
selecionadas para o LC-MS/MS. A Figura 12 apresenta um cromatograma no modo
MRM, onde foram monitorados apenas os ions utilizados para a quantificacao dos

compostos nas condicoes selecionadas para o sistema LC-MS/MS.
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Figura 11 — Cromatograma total obtido no modo ESI+ para uma solucao
analitica contendo os trés herbicidas (imazapique, tgr = 4,6; imazetapir, tr= 5,2

clomazona, tg = 8,0).



82

MRM of 6 channels ES+
276=331

1004 Imazapigue _

o T T T T T T T T 1

MRM af 6 channels ES+
280=177 MRM of B channels, ESI+

Imazetapir_ Clamazona 240=125

509 1007 783

g 4 ‘ . 0 T T T T T T T

T I |
000 min 2.00 400 6.00 800 min

T T
B.00

Figura 12- Cromatograma MRM obtido para uma solucao analitica contendo
0,25 mg L dos herbicidas: (A) imazapique (tg 4,5 min), imazetapir (tz 5,1 min), e

clomazona (tg 7,8 min).

4.3 Estudo da extracdo em fase sélida dos herbicidas

Para testar a eficiéncia da extragdo e definir o melhor método de extragéo
para os compostos, foram testados diferentes procedimentos.

Para a pré-concentracdo dos herbicidas, foram testados 2 diferentes
cartuchos e diferentes solventes de eluicdo. Os resultados estdo demonstrados na
Tabela 13.
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Tabela 13 - Recuperacoes obtidas, utilizando-se diferentes cartuchos de fase

estacionaria (C18 e Strata-X) e diferentes solventes de eluicao.

Recuperagao (%)*

C18 Strata-X

Herbicidas ST S2 S3 S1 S2 S3

Imazapique 92,8+2,1 74322 75,021 106,3+9,2 82,0+22 784+23
Imazetapir 82,6+32 657+44 883%99 88,7+1,3 46,5+41 735+19
Clomazona 858+3,0 70,1+25 713+1,8 943+32 722+11 57,7+8.2

*Nivel de fortificagdo: 5 pg L"; amostra: pH ajustado em 2,0; 100 mL de agua Milli-Q; volume de
eluicdo 2 mL, evaporagdo com auxilio de N, e redissolugdo em 500 pL de fase mével; S1 =
diclorometano:metanol (65:35, v/A); S2 = diclorometano:metanol (80:20, v/); S3 =

diclorometano:acetonitrila (50:50, v/Vv)

Tanto o sorvente C18 quanto a fase polimérica proporcionaram recuperacoes
para os herbicidas clomazona, imazapique e imazetapir dentro da faixa 70-120%
[RIBANI et al., 2004], estes resultados também concordam com os obtidos por
VIGNA et al. (2006) usando tanto cartuchos com C18 quanto com cartuchos
poliméricos. Por isso, o sorvente C18 foi o escolhido para a pré-concentracdo da
mistura de herbicidas em agua.

Quanto ao solvente de eluicdo para o sorvente escolhido, as misturas de
diclorometano:metanol (80:20, v/) e diclorometano:acetonitrila (50:50, w/V)
proporcionaram bons resultados. No entanto, percentuais mais préximos de 100%
foram obtidos com a mistura de diclorometano:metanol 65:35 (v/v), a qual foi
escolhida como ideal para eluicdo dos herbicidas. Metanol e acetonitrila também
foram testados, mas nao proporcionaram bons resultados (recuperacdes muito
baixas) para os herbicidas imazetapir e imazapique. Em cromatografia de fase
reversa, a solubilidade dos compostos na fase mével é muito importante e muitos
compostos hidrofébicos tém uma limitada solubilidade em metanol ou acetonitrila,
sendo entdo necessario um grande volume para eluicdo (BARCELO & HENNION,
1997). A adicdo de diclorometano aumenta a solubilidade dos analitos e ajuda a dar
melhor contato com o sorvente, uma vez que tracos de agua sempre estdo
presentes no cartucho.

Definido o sorbente (C18) e o solvente de eluicdo (mistura
diclorometano:metanol, 65:35, v;v), foi testado o volume de solvente necessério para
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eluir quantitativamente os herbicidas. Os resultados estdo demonstrados na Tabela
14.

Tabela 14 - Recuperacoes obtidas para os herbicidas utilizando-se diferentes

volumes do solvente de eluicao.

Recuperacao (%)*

Volume de solvente 1 mL 2 mL

Imazapique 67,1 £10,1 92,8 £ 2,1
Imazetapir 72,2+ 91 82,6 +3,2
Clomazona 112,0 £ 8,0 85,8+ 3,0

*Nivel de fortificagdo: 5 ug L™'; 100 mL de agua Milli-Q; amostra: pH
ajustado a 2,0; mistura de eluicdo DCM:MeOH (65:35, v/v), evaporacao
com auxilio de N, e redissolugao em 500 pL de fase mével

A eluicdo com 2 x 1 mL da mistura diclorometano:metanol (65:35, v/v) foi a
que proporcionou melhores resultados. Esse volume € posteriormente evaporado e
o extrato redissolvido em 500 pL de fase mével para que o volume final seja exato e
o fator de pré-concentracdo seja maior.

Também foram testados diferentes valores para o pH da amostra. Avaliou-se
valores de pH de 2 e 3, os quais foram obtidos com adicdo de solugcdo aquosa de
acido fosférico 1:1 (v/v), e amostra sem correcdo de pH. Os resultados estao
demonstrados na Tabela 15.

Tabela 15 - Recuperacoes obtidas para os herbicidas utilizando-se diferentes
valores de pH.

Recuperacéo (%)*

Valores de pH pH 2,0 pH 3,0 pH 6,0

Imazapique 99,8 £ 4,1 71,3+£8,4 72,0£10,2
Imazetapir 89,6 £ 6,1 749 +56 80,6 £7,3
Clomazona 85,8 £3,0 96,7 +10,1 98,8 +9,8

*Nivel de fortificagdo: 5 ug L™'; 100 mL de &gua Milli-Q; eluigdo com 2 mL da mistura
DCM:MeOH (65:35, v/v), evaporagao com auxilio de N, e redissolugdo em 500 pL de fase

moével
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Herbicidas do grupo das imidazolinonas sdo normalmente determinados em
amostras com valores de pH entre 2,0 e 3,0 (FURLONG et al., 2000; VIGNA et al.,
2006). Quando o pH da amostra torna-se menor, os compostos acidos passam a ter
maiores interagbes com o sorvente e por este motivo tendem a ficarem mais retidos
no sorvente. Por outro lado, quando as amostras de aguas sao acidificadas a baixos
valores de pH (2,0 ou 3,0) surgem nos cromatogramas picos interferentes, devido
aos acidos humicos e fulvicos. Com pH ajustado em 3,0 e amostra sem correcao de
pH foram obtidas recuperacdes entre 72 e 98%. No entanto, como os herbicidas
estudados apresentam valores de pK, 3,9 para imazetapir e imazapique (pKa do
clomazona nao existe registro), melhores resultados foram obtidos com pH 2,0,
sendo esse o valor utilizado na validagdo do método. O volume de breakthrough
para os herbicidas foi estudado utilizando-se volumes de amostra variando de 50 a

500 mL. Os resultados estao demonstrados na Tabela 16.

Tabela 16 - Recuperacoes obtidas para os herbicidas utilizando-se diferentes

volumes de amostra.

Recuperacao (%)*

Volume (mL) Imazapique Imazetapir Clomazona
50 101,3 105,4 108,9
100 92,8 82,6 98,8
150 81,6 70,5 93,4
200 60,9 63,2 101,2
250 54,6 60,9 105,9
300 39,9 50,8 102,8
500 32,9 42,8 72,4

*Massa de cada herbicida: 0,1 pg; amostra a pH 2,0; eluicdo com 2 mL da mistura DCM:MeOH
(65:35, v/v), evaporagao com auxilio de N, e redissolu¢do em 500 pL de fase mével

Para imazetapir e imazapique ocorre diminuicdo na recuperagao a partir de
100 mL, sendo que a partir de 150 mL ja nao se obtém mais recuperacoes
aceitaveis para esses 2 compostos. Para o clomazona, a diminuicao na recuperacao
ocorre apenas com um volume de amostra acima de 300 mL. Foi escolhido o volume
de 100 mL para a pré-concentracdo das amostras por apresentar recuperacoes

dentro de uma faixa aceitavel.
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O volume de breakthrough pode ser baixo quando os pesticidas nao sao
fortemente retidos pelo sorvente e esta relacionado com a hidrofobicidade do soluto
e a massa de sorvente usada (SIMPSON, 2000). Isso justifica os resultados obtidos,
uma vez que clomazona, com K,y de 350, € o mais hidrofébico dos herbicidas e
imazetapir e imazapique, com K,, de 31, 0,01, respectivamente, sdo menos
hidrofobicos.

A Figura 13 apresenta as curvas de breaktrough obtidas para os 3 herbicidas.

120 - —o— Imazapic
110 1 —m— imazetapir
90 | —aA—clomazone

Recuperacao (%)
(o]
o

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Volume de amostra (mL)

Figura 13 - Grafico que relaciona o volume de breakthrough para os trés
herbicidas.

4.4 Procedimento experimental otimizado

A partir dos testes que foram realizados, obteve-se o procedimento de
extracao otimizado, utilizado posteriormente na validagao do método e para extracao
e pré-concentragdo das amostras para acompanhamento da dissipacao

experimental a campo e o residual no solo.
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4.4.1 Procedimento experimental otimizado para analise dos herbicidas em amostras

de agua

O sistema de extracdo em fase soélida para analise dos herbicidas é
primeiramente condicionado com 3 mL de metanol, 3 mL de agua Milli-Q para retirar
0 excesso de metanol e 3 mL de agua Milli-Q pH 2,0. Um volume de 100 mL de
agua de superficie com e pH 2,0 ajustado com &acido fosfoérico 1:1, v/v, contendo os
analitos de interesse é percolada através do cartucho contendo o sorvente a uma
vazdo de aproximadamente 5 mL min" sob vacuo. Apés a etapa de pré-
concentragdo passou-se 3 mL de agua desionizada para minimizar substancias
interferentes solUveis na mesma, seguida de vacuo por 15 min. Na seqiéncia, fez-se
a eluicdo dos analitos retidos na C18 utilizando-se duas aliquotas de 1,0 mL da
mistura diclorometano:metanol (65:35, v/v). Recolheu-se o analito em um frasco e
reduziu-se o volume até secura com auxilio de N,. Para a andlise via HPLC-DAD foi
feita a redissolucdo em 500 uL da fase movel, resultando em um fator de pré-

concentracao de 200 vezes.

4.5 Estudo da extracado dos herbicidas nas amostras de solo

Nesta etapa da extracéo testou-se diferentes quantidades de solo, a fim de
também minimizar o volume de solvente para extracdo, gerando um menor volume
de residuos. Foram pesadas e testadas massas de 2, 5 e também 10 g de solo. A
massa escolhida para a realizacao foi de 5 g que apresentou melhores resultados de
recuperacao, comparada as outras. Quando testado 10 g foi necessario também um
volume maior de solvente.

Os ensaios utilizando 30 mL de solvente foram testados de 2 maneiras. A
primeira, adicionando o volume em uma Unica aliquota, € na segunda maneira eram
feitas adicbes em 3 etapas, onde a amostra era sonicada, centrifugada e retirado o
sobrenadante e adicionado mais uma aliquota de solvente, repetindo o processo por
3 vezes. Neste ensaio as recuperacdes nao foram superiores aos obtidos quando
utilizado 10 mL em uma Unica aliquota
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A Tabela 17 apresenta os valores de recuperacdes obtidos para os solventes
testados com uma massa de 5 g de amostra fortificadas com 0,025 mg L™ de cada

herbicida e extraidos com 10 mL de solvente.

Tabela 17 - Recuperacoes obtidas para os herbicidas utilizando-se diferentes

solventes de extracao.

Recuperacao (%)*

Solvente Imazapique  Imazetapir Clomazona
Metanol 67,5+6,4 55,2+5,9 77,3 +8,1
Metanol:agua (9:1, v/v) 72,5+£23 61,5%7,1 70,8 £ 6,4
Acetonitrila 87,0+4)9 83,2 +2,1 90,8 +4,1

Acetonitrila:agua (9:1, v/v) 89,1 £ 5,1 87,2+6,3 112,8 £ 9,1

*A concentracdo de cada herbicida foi de 0,025 mg L™ e a extracdo feita com 10 mL de

solvente

A acetonitrila pura e a mistura de acetonitrila:agua (9:1, v/v) apresentaram
resultados de recuperacao melhores para os trés herbicidas, mas por conter um
volume de agua a mistura tornou a etapa de evaporacado mais lenta. Por esse motivo
foi escolhido como solvente de extracdo a acetonitrila pura.

O pH é outro fator critico em uma etapa de extracdo. Foram avaliadas
extracbes com 3 diferentes valores de pH. No primeiro teste o pH do solvente de
extracdo foi ajustado a pH 2 com solugdo aquosa de acido fosférico 1:1 (v/v), no
segundo a pH 9,0 com de KOH 1 mol L™, e no terceiro néo foi alterado o valor pH do
solvente (pH 6,0).

O ajuste de pH mais baixos, entre 2,0 e 3,0 é indicado para amostras onde
desejamos quantificar herbicidas do grupo das imidazolinonas (FURLONG et al.,
2000; VIGNA et al., 2006). A acidificacdo da amostra a baixos valores de pH fez com
que fossem extraidos mais interferentes da amostra, como os acidos humicos e
fulvicos que geram picos que sao interferentes na analise cromatografica.

A Tabela 18 apresenta os valores de recuperacao obtidos quando do ajuste

de pH do solvente de extragao.
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Tabela 18 - Recuperacoes obtidas para os herbicidas utilizando-se diferentes
ajustes de pH dos solventes de extracao.

Recuperacéo (%)*

Valores de pH pH 2,0 pH 9,0 pH 6,0

Imazapique 89,8 £ 4,1 71,3+£8,4 86,0 £6,2
Imazetapir 92,6 £ 6,1 749 +56 872+7,0
Clomazona 104,8 + 3,0 46,7 + 8,1 85,8 +8,5

*A concentragdo de cada herbicida foi de 0,025 mg L' e a extragéo feita com 10 mL de acetonitrila

Quando utilizado o solvente sem o ajuste de pH (pH 6,0) a resposta em
termos de recuperacado foi equivalente aos valores de pH mais baixos sem que
coeluissem estes interferentes ou a interferéncia fosse muito minimizada. Por isso
para aplicacao foi escolhido o pH sem ajuste.

A Figura 14 mostra um cromatograma tipico de duas extragcdes de amostras
“branco” onde foi feita extragcdo com ajuste de pH a 2 e a outra sem ajuste de pH (pH
6,0).

1501
1254
1004

Th

rrL)

a0+

254

tr (miny

Figura 14 - Cromatograma tipico obtidos por HPLC-DAD para extracoes de
amostra “branco” com pH 2,0 (A) e pH 6,0 (B).
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4.5.1 Procedimento experimental otimizado para andlise das amostras de solo

Para extracao dos herbicidas em amostras de solo foram pesados 5 g de
amostra, e em seguida adicionados 10 mL de acetonitrila em um tubo de extracao.
Estes foram para um banho de ultra-som por 30 minutos. Apds o0 processo de
sonicacao os tubos foram levados para centrifuga com rotacdo de 3600 rpm por um
tempo de 10 minutos. Ap6s a centrifugagao o volume sobrenadante de solvente foi
transferido quantitativamente para um tubo de vidro graduado, o volume foi
completado até 10 mL com acetonitrila, este volume foi evaporado sob N,. A

amostra foi redissolvida com 500 pL da fase movel.

4.6 Validagdo dos métodos em amostras aquosas

4.6.1 Curva analitica e linearidade

A Tabela 19 apresenta as equacdes da curva analitica para os herbicidas,

obtidas por HPLC-DAD.

Tabela 19 - Resultados obtidos para calibracao dos herbicidas no sistema
HPLC-DAD.

Herbicida Equacao da reta r Intervalo linear
(y= ax + b) (mg L™
Imazapique y = 82,079x - 1,0578 0,9994 0,025-2,5
Imazetapir y = 66,026x + 0,1315 00,9991 0,025-2,5
Clomazona y =59,314x + 0,44 0,999 0,05-2,5

Pelos coeficientes angulares (a) das equacdes das retas pode-se perceber
qgue o imazapique apresenta a maior sensibilidade dentre os herbicidas.
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Tabela 20 - Resultados obtidos para calibracdao dos herbicidas no sistema LC-
MS/MS.

Herbicida Equacéao da reta r Intervalo linear
(y=ax +b) (Mg L)
Imazapique y =11320x - 61142 0,9993 0,25-1000
Imazetapir y = 14015x + 10740 0,9996 0,25-1000
Clomazona y = 11336x - 66271 0,9994 0,25-1000

Analisando-se as equacdes das curvas obtidas para HPLC-DAD e para o LC-
MS/MS (Tabela 20) pode-se deduzir que os modelos lineares sdo bastante
adequados. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o
INMETRO um valor acima de 0,90, assim como um coeficiente de determinacao
maior que 0,999 é considerado como evidencia de ajuste ideal dos dados para linha
de regressao (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007).

4.6.2 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os resultados obtidos para os limites de deteccédo e de quantificacdo para as
amostras de agua estao nas Tabelas 21 e 22.

Tabela 21 - Valores de LOD e LOQ para os herbicidas determinados por HPLC-
DAD em amostras de agua.

Limites do instrumento Limites do método
Herbicida (mg L™ (ng L)
LOD LOQ LOD? LOQ"
Imazapique 0,008 0,025 0,04 0,12
Imazetapir 0,008 0,025 0,04 0,12
Clomazona 0,02 0,05 0,08 0,25

a = tedrico; b = experimental

Os valores de LOQ obtidos para os herbicidas para amostras de agua ficaram

abaixo do limite permitido para herbicidas individuais em &agua destinada a
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tratamento para posterior consumo humano que é de 1 pg L” para pesticidas
individuais e 3 pg L' para o total de pesticidas (KUSTER et al., 2006). Na literatura
brasileira ou americana nao foram encontrados valores de limites maximos para
nenhum destes compostos em aguas, e os valores obtidos estdo abaixo dos
recomendados para outros herbicidas (BRASIL, 2004; BRASIL, 2005; EUA, 2001).

Tabela 22 - Valores de LOD e LOQ para os herbicidas determinados por HPLC-
DAD em amostras de solo.

Limites do instrumento Limites do método
(mg L) (Mg kg™)
Herbicida LOD LOQ LOD? LOQ"
Imazapique 0,008 0,025 0,8 2,5
Imazetapir 0,008 0,025 0,8 2,5
Clomazona 0,02 0,05 1,5 5,0

a = tedrico; b = experimental

A Tabela 23 contém os valores calculados dos LOD e LOQ estimados para o
LC-MS/MS, tanto para instrumento quanto para o método, que foram calculados
conforme descrito no item 3.7.2, a partir da analise das solucdes preparadas em

acetonitrila.

Tabela 23 - Valores de LOD e LOQ para os herbicidas determinados por LC-
MS/MS em amostras de solo.

Limites do instrumento Limites do método
(Mg L") (ng kg™
Herbicida LOD LOQ LOD? LOQ"
Imazapique 0,08 0,25 8,0 25,0
Imazetapir 0,08 0,25 8,0 25,0
Clomazona 0,08 0,25 8,0 25,0

a = tedrico; b = experimental
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4.6.3 Preciséo (repetitividade e precisdo intermediaria)

A repetitividade (RSDy) e a preciséo intermediaria (RSDyi) para o instrumento
(n=6), para os niveis de concentracao utilizadas na elaboragéo das curvas analiticas
dos herbicidas, ficaram entre 3,08 e 6,96% e 0,02 e 9,51%, respectivamente. O
teste de precisdo intermediaria foi realizado empregando-se dias diferentes dos
utilizados para os estudos de repetitividade.

Os resultados de precisdao para o método estdo demonstrados juntamente
com os resultados de recuperacao, nas Tabelas 24 e 25. A precisao intermediaria
para os herbicidas foi realizada empregando-se dias e operadores diferentes
daqueles dos estudos de repetitividade. Os valores para a repetitividade dos
herbicidas em amostras de agua ficaram entre 1,3 e 7,7% e para a precisao
intermediaria ficaram entre 2,5 e 9,0%. Para amostras de solo estes valores foram
de 0,7 e 8,7% para repetitividade e de 0,8 e 7,2% para precisao intermediaria.

Para matrizes ambientais e de alimentos, a precisdo é dependente da matriz
da amostra, da concentragcdo do analito e da técnica de analise, podendo variar
entre 2% e mais de 20% (HUBER, 2001).

Para validacdo de métodos cromatograficos, na faixa de concentracédo
avaliada nesse trabalho, recomenda-se que a precisdo deve apresentar RSD < 20%
(RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007). Portanto, todos os resultados obtidos estao

dentro dos limites sugeridos.

4.6.4 Exatidao (Recuperacéo)

As Tabelas 24 e 25 apresentam os valores de recuperacado obtidos para as
fortificacGes, em diferentes niveis de concentracao, para os herbicidas em amostras
de agua e solo, respectivamente, utilizando-se o procedimento descrito no item
3.7.4.

A recuperacdo depende da matriz da amostra, do procedimento de extracao e
da concentragdo do analito. Neste trabalho, seguiu-se a recomendacao de que, para
validacdo de métodos cromatograficos, as recuperacées devem estar entre 70 e
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120% (RIBANI et al., 2004). Todos os valores obtidos apresentaram-se dentro desse

intervalo e, portanto, 0 método esta de acordo com os parametros exigidos.

Tabela 24 - Recuperacao, RSD, e RSD,; do método para os herbicidas em

amostras de agua determinados por HPLC-DAD.

Nivel de Repetitividade Preciséo
Herbicida fortificacao intermediaria
(ug L™ Recuperacéao Recuperacéao
(%) (%)
Imazapique 0,12 98,1 £3,1 95,2 £9,0
0,60 80,9 15,2 93,1 7,2
1,20 106,6 4,7 89,4 £5,7
0,12 89,3 1,4 93,7 £2,5
Imazetapir 0,60 949+54 101,3 £3,1
1,20 106,7 +7,1 96,1 +2,6
0,25 86,4 +7,7 94,8 £7,3
Clomazona 1,25 105,5 +1,3 91,2453
2,50 94,1 £3,2 105,2 +4,1

n=9 (3 extracdes x 3 injecdes) de cada extrato

Tabela 25 - Recuperacdo, RSD; e RSD,; do método para os herbicidas em

amostras de solo determinados por HPLC-DAD.

Nivel de Repetitividade Precisao
Herbicida fortificacao intermediaria
(Mg kg'1) Recuperacao Recuperacao
(%) (%)
2,5 90,1 +21 102,2 £7,2
Imazapique 12,5 94,7 £8,5 98,1 £3,5
25,00 89,3 +3,2 93,4 +4 1
2,5 101,2 2,1 89,7 +0,8
Imazetapir 12,5 97,9 18,7 91,3 +2,1
25,00 96,7 +6,3 103,1 +6,6
5,00 95,4 +0,7 94,1 +2 1
Clomazona 25,00 105,5 +1,3 98,0 6,9
50,00 91,1 +21 105,7 +4,1

n=9 (3 extracdes x 3 injecdes) de cada extrato
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4.7 Aplicagdo do método

4.7.1 Estudo de dissipacao em lavouras de arroz irrigado

Os métodos desenvolvidos foram aplicados no estudo da dissipacdo dos
compostos em um experimento de campo, realizado na varzea experimental do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria. O estudo foi
realizado em trés anos agricolas, 2004/2005, 2005/2006 e 2006/2007.

O perfil cromatogréafico obtido para amostras de agua de lavoura, coletadas
aos trés dias apds aplicacao dos pesticidas, esta demonstrado na Figuras 15.

-15 T T T T T T
248 5.0 7.8 10.0 128 15.0

tg (miny

Figura 15 - Cromatogramas de amostras de agua de lavoura contendo os
herbicidas, coletadas aos 3 dias ap6s aplicacao dos herbicidas, imazapique (ig
6,6 min), imazetapir (tg 7,6 min), e clomazona (tg 13,6 min), obtidos em 220 nm
(A) e 254 nm (B).

As amostras de agua foram analisadas conforme o método validado e os
resultados obtidos para a degradacdo dos herbicidas estdo demonstrados nas
Figuras 16, 17 e 18, para as safras 2004/05, 2005/2006 e 2006/2007,

respectivamente.
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Figura 16 - Perfil da dissipacao dos herbicidas na safra 2004-2005, onde T2 =
aplicacdo de Only® em pré e poés-emergéncia, T3= uma aplicacdo em pré-
emergéncia e T3=uma aplicacao em pos-emergéncia.
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Figura 18 - Perfil da dissipacao dos herbicidas na safra 2006-2007.

A persisténcia varidvel dos herbicidas na agua pode ser explicada pelo
coeficiente de adsorcédo no carbono organico (Koc), meia-vida (12), constante da lei
de Henry (Ky) e também pelas condicdoes hidrometeoroldgicas. A importancia do Ky
€ destacada por MATTOS et al. (1999) no potencial de contaminacdo de agua e
solo. O fato da concentracdo dos herbicidas na agua ser baixa nao exclui a
possibilidade de que concentracées elevadas possam ocorrer apdés chuvas de
grande intensidade, especialmente em areas préximas a pequenos mananciais
hidricos que recentemente foram tratadas com herbicidas. A persisténcia € também
dependente de outros fatores como a dose aplicada, caracteristicas fisicas e
quimicas da agua e do sedimento e do método de aplicagdo. Adicionalmente, a
solubilidade é uma caracteristica que controla a mobilidade do herbicida.

O herbicida imazetapir, no primeiro ano de estudo, foi aplicado em trés
tratamentos diferentes, utilizando a formulacdo Only®: T2 (aplicagdo em pré e pds-
emergéncia), T3 (aplicacdo em pré-emergéncia) e T4 (aplicacdo em pos-
emergéncia). Em T2 foram quantificados residuos de imazetapir até 28 dias apds
aplicacdo, sendo que 15 dias apds a aplicagdo em pré-emergéncia foi feita a
aplicacdo em pés-emergéncia, a concentracdo encontrada foi de 0,57 pug L. No
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segundo tratamento, T3, foram encontrados residuos até 19 dias apds aplicacao, na
concentracdo de 0,47 pg L. No tratamento onde foi feita apenas uma aplicacdo em
pos-emergéncia, T4, foram quantificados residuos até os 14 dias ap6s a aplicacao
na concentracao de 0,4 ug L

No segundo ano de estudo o herbicida imazetapir foi avaliado com a
aplicacdo de duas formulagbes diferentes e duas aplicagbes, uma da dose
recomendada e outra do dobro da dose. O herbicida imazetapir foi quantificado até
14 dias apds aplicacdo tanto nas formulagdes Only® quanto Vezir® e apresentou
concentragdo de 0,4 e 0,32 ug L' respectivamente, quando aplicado na dose
recomendada e 0,35 e 0,34 pg L' respectivamente quando no dobro da dose
recomendada. No terceiro ano do estudo, foram usadas as formulagées Only® e
Vezir®. Foram encontrados residuos até 14 dias para o herbicida na formulagdo
Only® na concentracdo de 0,8 pg L'; j4 na formulagdo Vezir®, o herbicida
apresentou residuos até 21 dias, na concentragéo 0,95 ug L.

O herbicida imazapique, aplicado na formulagdo Only®, no primeiro ano de
estudo em trés tratamentos T2 (aplicacdo em pré e pds-emergéncia), T3 (aplicacdo
em pré-emergéncia) e T4 (aplicacdo em pds-emergéncia). Em T2 foram
quantificados residuos até 24 dias apds aplicacao, sendo que aos 15 dias apés a
aplicagdo em pré-emergéncia foi feita uma nova aplicacdo em pds-emergéncia, a
concentragdo encontrada foi de 0,9 pg L. No segundo tratamento, T3, foram
encontrados residuos até 17 dias apoés aplicacdo, na concentracdo de 0,57 pg L.
No tratamento onde foi feita apenas uma aplicagcdo em pds-emergéncia, T4, foram
quantificados residuos até os 14 dias ap6s a aplicagcdo na concentracédo de 0,52 ug
L. No segundo ano de tratamento, o imazapique aplicado na formulacdo Only®,
aplicado na dose recomendada e no dobro da dose. Quando aplicado na dose
recomendada foram encontrados residuos até 10 dias apds aplicacdo, na
concentragdo de 1,93 pg L' e quando aplicado no dobro da dose foram detectados
até 21 dias apds aplicacdo na concentracdo de 0,41 pg L. No terceiro ano de
estudo foi aplicado utilizando duas formulagdes diferentes, Only® e Plateau®. Foi
quantificado até 10 e 14 dias ap6s aplicagdo nas formulagées Only® quanto Plateau®
e apresentou concentracdo de 0,58 e 0,61 ug L™, respectivamente.

O herbicida clomazona, aplicado na formulagdo Gamit® no primeiro ano, na
concentracdo de trés vezes a dose recomendada (T5; aplicacdo em pré-
emergéncia), foi detectado no primeiro ano de estudo até 35 dias apds aplicacao na
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concentragdo de 0,4 pg L. No segundo ano de tratamento foram aplicados na dose
recomendada onde foram detectados residuos na concentracdo de 0,30 pg L™ até
35 dias e no dobro da dose até 42 dias ap6s aplicacéo, na concentragdo 0,42 pg L.
No terceiro ano de aplicacdo foi quantificado até 21 dias apo6s aplicacdo e
apresentou concentracdo de 0,24 pg L.

Conclui-se, pelos resultados obtidos, que ha persisténcia dos herbicidas na
lamina de agua. Portanto, recomenda-se a retencado da agua na lavoura de arroz,
onde foram aplicados estes compostos, por no minimo, 35 dias. Os herbicidas
imazetapir e imazapique estariam em concentragdo menor que 0,08 ug L™ (o LOD
do método), uma vez que ele nao foi mais detectado. Para o clomazona a partir dos
resultados obtidos nestes trés anos de acompanhamento recomenda-se a retencao
por, no minimo 35 dias apds aplicacdo. Estes resultados obtidos para o clomazona
conferem com o0 monitoramento realizado por PRIMEL (2003) durante os anos
agricolas de 2000/01, 2001/02 e 2002/03 onde foi recomendada a manutengdo da
lamina d’agua por no minimo 28 dias apds aplicacao. Neste caso a persisténcia do
clomazona por mais tempo, se deve ao fato de a concentracado aplicada ter sido
diferente da dose recomendada como no experimento realizado no primeiro ano.

Eventos como a precipitacdo pluvial, escoamento superficial e a
suplementacdo de agua na lavoura sao fatores adicionais que podem modificar a
concentracao do herbicida na agua resultando em perdas e picos de concentracéo.
Por estes motivos a persistencia dos herbicidas na agua podem sofrer algumas
alteracbées. Durante esse periodo, a irrigacdo deve ser feita apenas para
manutencdo da lamina, evitando-se que a agua contendo herbicidas seja drenada

para 0s manaciais, com risco de contaminacao das aguas.

4.7.2 Cinética de degradacao e tempos de meia-vida

As Tabelas 26, 27 e 28 apresentam os resultados obtidos para a cinética de

degradacao dos herbicidas estudados, para os trés anos agricolas.



Tabela 26 - Cinética de degradacao para os herbicidas, na safra 2004-2005.

Herbicida Dose Equacao da reta r° ti/o
(gi.a. ha') (y= ax + b) (dias)

Imazetapir T2 75+75 -0,0973x + 2,8204 0,5385 7,12
T3 75 -0,1375x + 2,1204 0,9433 5,04
Imazapique T2 25+25 -0,0431x + 1,5485 0,1965 16,08
T3 75 -0,0562x + 0,5623 0,8939 12,33

Clomazona 1500 -0,2430x + 9,3491 0,7685 2,85

100

onde T2 = aplicagdo de Only® em pré e pés-emergéncia, T3= uma aplicagdo em pré-

emergéncia e T3=uma aplicagdo em poés-emergéncia.i.a.= ingrediente ativo

Tabela 27 - Cinética de degradacao para os herbicidas, na safra 2005-2006.

Herbicida Dose Equacao da reta re t/o
(gi.a. ha™) (y= ax + b) (dias)
Imazetapir 100 -0,2960x + 2,5667 0,9469 2,34
(Vezir®) 200 -0,1652x + 3,2048 0,8868 4,20
Imazetapir 75 -0,3059x + 3,3261 0,9681 2,27
(Only®) 150 -0,2009x + 4,0345 0,969 3,45
Imazapique 25 -0,4732x + 3,7672 0,8890 1,46
(Only®) 50 -0,2333x + 3,9507 0,9783 4,19
Clomazona 500 -0,1892x + 6,0043 0,9492 4,3
(Gamit®) 1000 -0,191x + 6,6838 0,9192 3,8

i.a.= ingrediente ativo

Tabela 28 - Cinética de degradacao para os herbicidas, na safra 2006-2007.

Herbicida Dose Equacéo da reta r? t2

(gi.a. hal (y= ax + b) (dias)
Imazetapir (Only®) 75 -0,2209x + 3,16 0,944 3,1
Imazapique (Only®) 25 -0,1788x + 1,701  0,7273 3,9
Imazapique (Plateau®) 17,5 -0,1867x + 1,9627 0,8864 3,7
Imazetapir (Vezir®) 75 -0,142x + 2,8459 0,9697 4,9
Clomazona (Gamit®) 500 -0,3356x + 6,1459 0,9059 2,1

i.a.= ingrediente ativo
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No primeiro ano de estudo (Tabela 26) o herbicida imazetapir, aplicado na
formulacdo Only®, na dose recomendada, apresentou um tempo de meia-vida de
7,12 e 5,04, para aplicacdo em pré e pds-emergéncia (T2) e pré-emergéncia (T3),
respectivamente. Para a formulacéo Vezir®, no segundo ano de estudo (Tabela 27),
os tempos de meia-vida foram de 2,34 e 4,20 dias, respectivamente para a aplicacéao
da dose e o dobro da dose recomendada para imazetapir. Para a formulagdo Only®,
o tempo de meia-vida de imazetapir para a dose e dobro da dose foram de 2,27 e
3,45 dias, respectivamente. No terceiro ano de estudo (Tabela 28), os tempos de
meia-vida foram de 3,1 e 4,9 dias para Only® e Vezir®, respectivamente.

O imazapique, aplicado na formulacdo Only®, na dose recomendada,
apresentou um tempo de meia-vida de 16,08 e 12,33, para aplicacdo em pré e pos-
emergéncia (T2) e pré-emergéncia (T3), respectivamente no primeiro ano. Para a
formulacdo Only, no segundo ano de estudo, o tempo de meia-vida foi de 1,46 e
4,19 dias, respectivamente para a aplicacdo da dose e o dobro da dose
recomendada para imazapique. No terceiro ano de estudo, os tempos de meia-vida
foram de 3,9 e 3,7 dias para Only® e Plateau®, respectivamente.

Observando os dados climaticos, apresentados no Anexo B, observa-se que
os valores de precipitacdo e as temperaturas médias em 2004/05 foram abaixo da
média, principalmente a precipitacdo nos meses de dezembro/2004 a marco/2005.
Ja na safra 2005/06, as temperaturas médias ficaram levemente acima da média em
todos os meses, assim como a precipitacdo, nos meses de outubro e janeiro; e o
numero de horas de insolagao foi levemente maior que em 2004/05. Na safra de
2006/07 as meédias de precipitacdo e temperatura foram superiores aos anos
anteriores, e a média de insolacdo foi inferior a 2005/06, mas superior a 2004/05.
Estes fatos podem justificar de os tempos de meia-vida para o imazetapir e
imazapique terem sido maiores no primeiro do que nos demais.

O herbicida clomazona foi aplicado no primeiro ano do estudo na formulacéao
Gamit®, o tempo de meia-vida deste herbicida foi de 2,85 dias, a dose aplicada foi 3
vezes a dose recomendada. No segundo ano de estudo foram feitas aplicagdes na
dose recomendada em um outro experimento com o dobro da dose. O tempo de
meia-vida para o clomazona neste ano foi de 3,7 e 3,6 dias, para dose recomendada
e o dobro da dose, respectivamente. No terceiro ano de estudo, aplicada a dose
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recomendada para clomazona na formulagdo Gamit®, o tempo de meia-vida deste
herbicida foi de 2,1 dias. As médias de temperatura e precipitacdo mais baixas na
safra 2004/05 que nos anos seguintes podem ter influenciado no tempo de meia vida
do clomazona.

As concentragbes atingidas por um pesticida nos diferentes compartimentos
ambientais (solo, agua, planta e atmosfera) dependem do modo e das condi¢ées de
aplicacao, das propriedades fisico-quimicas, da quantidade ou dose usada e das
condicoes ambientais (condigdes de fotdlise, temperatura, pH da agua, presencga de
microorganismos) (SPADOTTO et al., 2004; ROCHA et al., 2004; BARCELO &
HENNION, 1997). A precipitagdo pluvial, o escorrimento superficial e a
suplementacao de agua podem modificar a concentragdo dos pesticidas resultando
em perdas e/ou picos de concentracao (MACHADO, 2003). Os tempos de meia-vida
dependem fortemente da temperatura, estudos realizados com o inseticida
fenitrotion indicaram uma reducéo no ty,» de 49,5 para 4,7 dias quando a temperatura
foi elevada de 23 para 49,7 °C (BARCELO & HENNION, 1997).

4.7.3 Determinacdo da concentracao residual no solo na entre-safra do arroz irrigado

A aplicagdo do método desenvolvido para a determinacdo dos residuos de
imazetapir e imazapiqgue em solo, foi em amostras coletadas na Varzea
Experimental da UFSM no periodo da entre-safra no ano de 2006. A Figura 19
mostra o cromatograma de uma amostra de solo, e uma solucao analitica contendo

0,5 mg L dos herbicidas imazapique.
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Figura 19 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD para uma amostra de solo

(A), e uma solucéo analitica contendo 0,5 mg L™ dos herbicidas imazapique (B)

(tr 6,5 min), imazetapir (tgr 7,6 min).

Estes herbicidas sao caracterizados por seus efeitos a baixas doses de
aplicagdo, amplo espectro de atuacdo no controle de plantas daninhas e alta
persisténcia no solo. Esta alta persisténcia no solo pode levar a interferéncia destes
compostos em outras culturas que venham a ser cultivadas, as quais sejam
sensiveis aos herbicidas dessa classe.

A aplicacdo do método foi realizada em 244 amostras, coletadas a partir de
solos que foram cultivados arroz irrigado no sistema Clearfield®. A Figura 20 mostra

o numero de amostras que deram resultado positivo, para imazapique ou imazetapir.
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Figura 20 — Grafico representando o numero de amostras positivas obtidas na
analise do solo.

Dentre as amostras, algumas foram coletadas em diferentes profundidades e
os resultados estdo expressos na Tabela 29. As maiores concentracdes, tanto para
0 imazapique quanto para imazetapir, encontram-se, na faixa de profundidade de 10
a 15 cm, o que elevam o risco de ocorrer a fitotoxicidade, reduzindo o crescimento
das plantas. PASQUALETTO et al. (1999) realizaram estudos para avaliar o
processo de lixiviacdo dos herbicidas do grupo das imidazolinonas utilizando solos
com diferentes caracteristicas fisico-quimicas, e nestes estudos encontraram a

maior concentracao dos herbicidas desta classe na profundidade de 12,5 cm.

Tabela 29 — Concentracao média de imazetapir e imazapique em amostras de
solo coletadas a diferentes profundidades.

Profundidade Imazapique Imazetapir
(cm) (Mg kg™) (Mg kg™)
0-5 7,3 4,0

5-10 11,2 5,6
10-15 9,4 8,1

15-20 4,1 3,9
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5 CONCLUSOES

A SPE provou ser uma excelente técnica para o preparo das amostras
aquosas deste trabalho. E rapida, pois permite o preparo simultdneo de varias
amostras e possibilita extracéo e pré-concentracdo dos herbicidas ao mesmo tempo,
tem baixo consumo de solvente e, consequentemente, gera poucos residuos. Os
cartuchos contendo C18 possibilitaram a extracdo dos herbicidas clomazona,
imazapique e imazetapir com rapidez e eficiéncia.

O método por HPLC-DAD mostrou-se adequado para a determinagcdo dos
herbicidas, permitindo a analise em um tempo de 16 min. A fase mdvel de
acetonitrila: agua (40:60, v/v) separou adequadamente os compostos entre si e
também das interferéncias provenientes da matriz. A detecgdo por DAD foi
adequada, atingindo-se bons limites de deteccdo e possibilitando, também, a
confirmacgéao da identidade dos compostos pelo espectro molecular.

O método desenvolvido para determinacdo dos herbicidas em amostras de
solo, com extragdo com solvente e ultra-som mostrou-se eficiente, uma vez que
foram obtidas boas respostas de precisao e exatiddo para os herbicidas estudados.

Para as amostras de solo também foi utilizado sistema LC-MS/MS no modo
de ionizacdo ESIl+, e modo de aquisicaio MRM para quantificagcdo dos resultados
obtidos por HPLC-DAD. Pode-se dizer que ambas apresentaram resultados
satisfatorios, uma vez que os resultados obtidos por HPLC-DAD foram confirmados
por LC-MS/MS. A andlise por LC-MS/MS apresenta a vantagem de fornecer
informacao qualitativa obtida a partir de fragmentos de massa caracteristicos para
cada composto, além de limites de quantificacado bem mais baixos.

Na validagdo dos métodos obtiveram-se resultados satisfatorios. As curvas
analiticas apresentaram valores de r* maiores que 0,99 para as faixas de
concentracdo necessarias as aplicagdes. Os valores de limite de deteccdo e de
quantificacdo foram adequados para andlise de pesticidas em aguas de superficie.
Para os herbicidas, obtiveram-se valores de LOQ de 0,12 pg L™ para imazapique e
imazetapir e 0,25 pug L para clomazona. Os LOQs para as amostras de solo foram
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de 2,5 ug kg para imazapique e imazetapir e de 5,0 pg kg' para clomazona,
obtidos por HPLC-DAD. Para o sistema LC-MS/MS estes valores foram de 25 ng kg
' para os herbicidas estudados. As recuperacdes para as amostras de &gua
apresentaram valores entre 80,9 e 106,7% e para amostras de solo entre 89,3 e
105,7% com valores de precisdo adequados.

Os resultados obtidos no estudo de dissipagédo dos herbicidas em lavoura de
arroz irrigado permitem concluir que ha persisténcia dos herbicidas na lamina de
agua e a concentragao aplicada assim como o tempo de insolacdo e precipitacao
influenciam diretamente nas concentragcdes dos herbicidas. Assim, durante o periodo
inicial do cultivo de arroz irrigado, a irrigacao deve ser feita apenas para manutengao
da lamina, evitando-se que a agua contendo herbicidas seja drenada para rios e
riachos, com risco de contaminagcao das aguas.

As analises das amostras de solo coletadas na entre-safra do cultivo de arroz
irrigado no sistema Clearfield® mostraram que os herbicidas imazapique e imazetapir
permanecem retidos no solo, o que pode interferir no cultivo de uma nova cultura,
levar a fitotoxicidade das sementes ou fazer com que as plantas daninhas
desenvolvam resisténcia.

Através dos estudos de dissipacao também foi possivel a determinagéo da
cinética de degradacao e dos tempos de meia-vida desses compostos, 0s quais séo
importantes para predizer a persisténcia dos compostos nos compartimentos
ambientais. Pesticidas usados na cultura do arroz irrigado tém efeitos prejudiciais
para a vida aquatica, pois a drenagem da agua da lavoura das culturas de arroz
coincidem com a época de reproducao dos peixes. Entdo, todo sistema de cultivo de
arroz que libera agua para o meio ambiente precisa ser monitorado com relacao a
concentracdo de pesticidas, e planos de gerenciamento, de manejo da cultura de
arroz irrigado e de desempenho para proteger a vida aquatica precisam ser

implementados.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Aplicar os métodos desenvolvidos no monitoramento de aguas de superficie e/ou

profundidade para avaliar a possivel contaminacao pelos compostos estudados.
Aplicar a tecnologia de Processos Oxidativos Avancados para a degradacdao em
laboratério dos compostos estudados com o objetivo de comparar com a

degradacao a campo.

Estudar a rota de degradagao dos compostos através do emprego de técnicas como
GC-MS e LC-MS.

Identificar os principais metabdlitos e desenvolver métodos para determinagao

destes em amostras de agua e solo.

Desenvolver um método para determinar estes herbicidas no grao de arroz.
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ANEXOS

ANEXO A- Herbicidas aplicados nos experimentos realizados para o estudo

Tabela 1 - Pesticidas aplicados nos experimentos realizados na safra 2004-2005 [SANTOS, 2006]

Herbicidas Marca Concentracao Formulacao Doses ha™ Concentracao tedrica

aplicados comercial comercial g (i.a.) PC(kgoul) na agua (ug L™
Clomazona Gamit® 500¢g L’ CE 1500* 3,0* 1500
Imazapique Only® 75gL" +25¢g L SL 120 1,00 75e 25
Imazetapir Only® 75gL"+25¢g L™ SL 60 1,00 75e 25

*triplo da dose recomendada
i.a. = ingrediente ativo; CE = Concentrado Emulsionavel; SC = suspensao concentrada; SL = Solugao Liquida; PC= Produto Comercial

Tabela 2 - Pesticidas aplicados nos experimentos realizados na safra 2005-2006

Herbicidas Marca Concentracao Formulacao Doses ha™ Concentragao teorica
aplicados Comercial comercial g(i.,a) PC(kgoul) na agua (ug L)
Clomazona Gamit CE® 500 gL CE 500 1,0 500
Clomazona Gamit CE® 500 gL CE 500* 1,0* 1000
Imazetapir+imazapique Only® 75gL"+25¢g L SL 75+25 1,00 75e25
Imazetapir+imazapique Only® 75gL"+25¢g L SL 150+50* 2,00* 150 e 50
Imazetapir Vezir® 100g eqga SA 100 1,00 100
Imazetapir Vezir® 100g eqga SA 200* 2,00* 200

*dobro da dose

ega = equivalente acido; i.a. = ingrediente ativo; SA = solugdo aquosa concentrada; SL = Solugéo Liquida; CE = Concentrado Emulsionavel; PC= Produto
Comercial
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Tabela 3 - Pesticidas aplicados nos experimentos realizados na safra 2006-2007

Herbicidas Marca Concentracdo Formulagéo Doses ha” Concentracdo teorica

aplicados Comercial (gL"ougkg™ comercial g (ia.) PC(kgoul) na agua (ug L™
Clomazona Gamit CE® 500 gL CE 500 1,0 500
Imazetapir+imazapique Only® 75gL'+25¢gL" SL 75+25 1,0 75e25
Imazapique Plateau® 700 g kg™ WG 17,5 0,25 17,5
Imazetapir Vezir® 106g L™ CS 75 0,75 75

ega = equivalente &cido; i.a. = ingrediente ativo; SL = Solugdo Liquida; CE = Concentrado Emulsionavel; WG= Pé Molhavel; CS= Concentrado Soluvel; PC=
Produto Comercial
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ANEXO B - Dados climaticos referentes ao periodo de cultivo de arroz irrigado,
nos anos de estudo
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Figura 1 - Temperaturas normais da regiao (média, maxima e minima), de outubro de
2004 a marco de 2005

180 0O Precipitagao Normal
160 - B Precipitagcdo Ocorrida
140 1 ] ]

120 - _‘
100 -

Precipitacao (mm)

Figura 2 - Precipitacao (mm) normal e ocorrida de setembro de 2004 a fevereiro de
2005
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Figura 3 - Insolacao (h) normal e ocorrida de setembro de 2004 a fevereiro de 2005
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Figura 4 - Temperaturas normais da regiao (média, maxima e minima), de outubro de

2005 a marco de 2006
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Figura 5 - Precipitacao (mm) normal e ocorrida de outubro de 2005 a marcgo de 2006
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Figura 7 - Temperaturas normais da regiao (média, maxima e minima), de novembro
de 2006 a marco de 2007
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