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RESUMO

Determinacdo multiclasse de agrotoxicos em camas bioldégicas empregando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

AUTORA: Barbara Diana Janisch

ORIENTADORA: Prof2 Dr2 lonara Regina Pizzultti

Os agrotéxicos sdo mundialmente empregados na producdo agricola de
diferentes culturas a fim de evitar perdas na producao devido ao ataque de pragas
e doencas. Devido ao aumento na producao de alimentos e, consequentemente o
uso de agrotéxicos, cresce a preocupacdo com a destinacdo correta de seus
residuos. Assim, a partir de 1990 comecaram a ser desenvolvidas camas
biologicos a fim de reduzir a contaminagdo por derramamentos acidentais durante
0 preparo da calda e na lavagem de pulverizadores. A biomistura, composta por
solo, palha e turfa, que compde as camas bioldgicas é a principal responséavel por
reter e biodegradar os agrotoxicos. Dentre as diferentes classes de agrotoxicos
existentes, os herbicidas representam um grande percentual (59,56%) dos
principios ativos mais vendidos no Brasil. Portanto, o principal objetivo deste
estudo foi desenvolver e validar dois métodos de extracdo para determinacao de
agrotoxicos. Um método multiclasse, composto por cinco classes distintas de
herbicidas, além de uma classe de inseticida e um método individual, para os
herbicidas da classe das imidazolinonas, na biomistura que compde as camas
biologicas e sua determinacdo empregando HPLC-MS/MS. Também objetivou-se
avaliar a eficiéncia das camas biolégicas através da contaminacdo de reatores,
com os principios ativos em estudo e verificar sua degradacao ao longo do tempo
com coletas e posterior analise. No estudo de validacdo, foram avaliados os
critérios de linearidade, faixa linear, efeito matriz, limite de deteccédo (LD) e limite
de quantificacdo (LQ), precisdo, precisdo intermediaria e exatiddo. Para o0s
agrotoxicos do método individual, do imazapique e imazetapir, os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram de 12,5 pug kg * e 20 pg kg *
respectivamente. Ja para os agrotoxicos do método multiclasse, composto pelo

2,4-D, acetocloro, atrazina, diuron, dicamba e metidationa, o LD foi de 8 pg kg * e



LQ de 20 pg kg 1. O efeito matriz positivo para o método de extracdo das
imidazolinonas ficou bem evidente através da comparagdo das curvas analiticas
preparadas em solvente organico e no extrato branco da matriz, pois além da
biomistura ser uma matriz complexa, o procedimento de extragdo apresenta uma
alta variacdo de pH, o que influencia na coextragcdo de interferentes. A analise de
amostras de biomistura de camas biolégicas contaminadas demonstrou que a
maior parte (2,4-D, atrazina, diuron, metidationa) dos agrotoxicos em estudo foi
degradada. A excecdo foi para o imazetapir, que nao foi biodegradado,
possivelmente devido a sua conhecida persisténcia no ambiente e dependéncia
de condi¢cbes especificas para estar disponivel e poder ser biodegradado. Além
disso, o dicamba teve uma menor biodegradacdo em comparacdo com os demais
agrotoxicos, fato que pode estar associado com possiveis interacdes deste com

os demais agrotdxicos aplicados nas camas bioldgicas.

Palavras — chave: Camas biologicas. Agrotoxicos. Cromatografia liquida.
Espectrometria de massas. Herbicidas. Imidazolinonas. Multiclasse.



ABSTRACT

Multiclass determination of pesticides in biobeds using liquid
chromatography coupled with mass spectrometry

AUTHOR: Barbara Diana Janisch

ADVISOR: Prof.2 Dr.2 lonara Regina Pizzutti

Pesticides are used worldwide in the agricultural production of different crops in
order to avoid losses in production due to the attack of pests and diseases. Due to
the increase in food production, consequently, the concern about the correct
disposal of pesticide residues is growing. Thus, from 1990 onwards, biobeds
began to be developed in order to reduce contamination from accidental spills
during pesticide formulation dissolution and in the washing of sprayers. The
biomix, made up of sail, straw and peat, which makes up the biobeds, is primarily
responsible for retaining and biodegrading pesticides. Among those different
classes of pesticides, herbicides represent a large percentage (59,56%) of the
most sold active ingredients in Brazil. Therefore, the meangoal of this study was to
develop and to validate two extraction methods for pesticide determinations. A
multiclass method composed of five distinct classes of herbicides, in addition to an
insecticide class and an individual method, for the imidazolinone class herbicides,
in the biomix that compose biobeds and its determination applying HPLC-MS/MS.
To evaluate biobeds efficiency through the contamination of reactors, with those
active ingradients under study and verifying their degradation over time with
collections and subsequent analysis at different times, was also a goal in this
project. To method validation studies, the criterias of linearity, linear range, matrix
effect, limit of detection (LD) and Ilimit of quantification (LQ), precision,
intermediate precision and accuracy were evaluated. For those pesticides
determined via individual method, imazapic and imazethapyr, the detection and
guantification limits were 12.5 pg kg * and 20 pg kg * respectively. For all
pesticides determined via multiclass method, 2,4-D, acetochlor, atrazine, diuron,
dicamba and methidathione, the LOD was 8 pg kg ' and LOQ 20 ug kg 1. The

positive matrix effect for the imidazolinone extraction method was very evident by



comparing the analytical curves data, prepared in organic solvent and in blank
matrix extract, because the biomix is a very complex matrix and the extraction
procedure has a high pH variation, which influences the interferents co-extraction.
The analysis of biomix samples from contaminated biobeds showed that most of
pesticides (2,4-D, atrazine, diuron, methidathione) under study were degraded.
The exception was for imazethapyr, which possibly due to its known persistence in
environment and dependence on specific conditions to be available and to be
biodegraded, was not degrated. Further more, dicamba presented a lower
biodegradation compared to other pesticides, that may be due to interactions with

other pesticides discharged in to the biobed.

Keywords: Biobeds. Pesticides. Liquid chromatography. Mass spectrometry.
Herbicides. Imidazolinones. Multiclass.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Comparacdo de com era e como passou a ser a nova classificagdo dos

2T [ (0] (0) ([0 1< TP PRT TP 22
Figura 2 - Estrutura quimica do &cido diclorofenoxiacetico. ...........cccccceerrinunnnee. 25
Figura 3 - Estrutura quimica do aCetOCIOr0..........c.uvvieiiiiiiiee e 26
Figura 4 - Estrutura quimica da atrazina. ...........ooocuvviieieieee e 27
Figura 5 - Estrutura quimica do diCamba.............ccueeveiiiiiiiieiiiiiie e 28
Figura 6 - Estrutura quimica do diUrOM. ...........coiiuiiiieiiiiiiiee e 29
Figura 7 - Estrutura quimica do imazapigUe. ..............uuuummmmmmmmmmniiiiiiienees 30
Figura 8 - Estrutura quimica do imazetapir..........cccooooummmiimiiee 31
Figura 9 - Estrutura quimica da metidationa.............cceeeevieeeininiiiiiieeeeee e 32
Figura 10 - Processos que os agrotoxicos podem sofrer no meio ambiente........ 35
Figura 11 — Esquema basico de uma cama bioldgica............ccevvveeviviiiiieieerreennnns 36

Figura 12 - Modelo de cama biolégica permeavel com: a) camada de argila

adicionada e b) camada de argla natural. ..............cccoeevviiiiiii e, 36
Figura 13 - Modelo de cama bioldgica impermeavel .............ccccvvvvvvvciieieeeeeveennnns 37
Figura 14 - Imagem do fungo da podridao branca ...............ccccevvvviiiiiiiie e, 40

Figura 15 - Representacdo de uma particula de fase estacionaria do tipo Poreshell

Figura 16 - Representacdo dos parametros de uma curva analitica: linearidade,

faixa de trabalho, faixa linear de trabalho e sensibilidade. ............... 47
Figura 17 - Equilibrio ibnico do IMazapique ..........ccoeeeviiiiiieiieeeiieeeiiee e 58
Figura 18 - Equilibrio ibnico do Imazetapir ...........ccoovvvuiiiiiiiiieeeieeecce e 58

Figura 19 - Gréfico das recuperacdes % obtidos com os diferentes tipos de clean-
UP ULIHZAAOS ..o 64
Figura 20 - Fluxograma do procedimento de extracdo de agrotoxicos do método
das ImIidazoliNON@s. .........couvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 67
Figura 21 - Fluxograma do procedimento de extracdo de agrotoxicos do método
das Multirresidual. ............uuueiiiiiii 69
Figura 22 - Comparacdo entre curvas analiticas obtidas a partir de solucdo
analitica de Imazapique preparadas em solvente (Acetonitrila) e em

extrato "bBrancCo” da MALNZ .....cooen e 72



Figura 23 — Desvios (em %) de concentragdo calculados da curva analitica do
herbicida Acetocloro obtida a partir de solugbes analiticas
preparadas em extrato "branco” da matriz. ..........ccccceeeveevvviiinneeeennn. 77
Figura 24 - Desvios (em %) de concentragdo calculados da curva analitica do
herbicida 2,4 - D obtida a partir de solu¢bes analiticas preparadas
em extrato "branco” da Matriz .........cccceeevuvuiiiiieeeieeeee e 77
Figura 25 - Comparacdo entre curvas analiticas obtidas a partir de solucéo
analitica de Acetocloro preparadas em solvente organico
(Acetonitrila) e em extrato "branco” da matriz............ccccceeeveeeeveeennnns 79
Figura 26 - Comparacao entre curvas analiticas obtidas a partir de solucéo
analitica de 2,4 - D preparadas em solvente organico (Acetonitrila) e

em extrato "BranCo” da MAtliZ .......cooveeeeei e ee e 79



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classificacao toxicoldgica levando em consideracdo a dose letal 50 (LD
510 TR PSSP OPPPPP 23
Tabela 2 - Agrotéxicos estudados com suas respectivas férmulas moleculares,
classes, grupos quimicos, fabricantes e pureza dos materiais de
referéncia UtiliZados. ...........cooiiiiiiiiee e 52
Tabela 3 - Dados dos agrotdxicos que ionizam no modo positivo referentes a
espectrometria de massas — LC-MS/MS ........cccoooviiiiiiiiiiciiieieeeeeeeeeiees 55
Tabela 4 - Dados dos agrotéxicos que ionizam no modo negativo referentes a
espectrometria de massas — LC-MS/MS ........cccooovviiiiiiiiiiiiieie e 56
Tabela 5 - Métodos testados para extracdo dos agrotoxicos em estudo ............. 61
Tabela 6 - Teste imidazolinonas com fortificagdo 24h antes e no dia da extracdo.63
Tabela 7 - Agrotoxicos descartados nas camas bioldgicas, suas respectivas
concentragcfes dos produtos formulados e o volume utilizado de cada
3 PP PP 70
Tabela 8 - Parametros das curvas analiticas obtidos para os agrotoxicos
analisados por HPLC-MS/MS a partir das solucbes 2,5; 5; 12,5; 25, 50,
100, 250 G L o 71
Tabela 9 - Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, nos estudos de
fortificacao/recuperacédo em trés diferentes niveis de fortificacdo, sendo
20,50 € 100 UG KO ™. eeeieeeeieceee et 74
Tabela 10 - Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, nos estudos de
fortificacdo/recuperacdo em trés diferentes niveis de fortificacdo, com

dois diferentes analistas, para os niveis de concentracao 20, 50 e 100

Tabela 11 - Parametros das curvas analiticas obtidos para os agrotdxicos
analisados por HPLC-MS/MS a partir das solucdes 2; 5; 25; 50; 100;
200 € 500 G L .o 76
Tabela 12 - Efeito matriz percentual dos agrotdxicos analisados por HPLC-MS/MS
a partir de solugcdes preparadas em solventeorganico (Acetonitrila) e

em extrato "bBranco” d€ MALIIZ. .....covein i 78



Tabela 13 - Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, nos estudos de
fortificacdo/recuperacdo em quatro diferentes niveis de fortificacéo,
sendo 20, 50, 100 € 150 UG KG™.erieiiieiie e 81
Tabela 14 - Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, nos estudos de
fortificag@o/recuperacdo em trés diferentes niveis de fortificagéo,
com dois diferentes analistas, para os niveis de concentracdo 20, 50,
100 € 150 UG KO e 82
Tabela 15 - Resultados da analise das amostras de biomistura coletada em

diferentes Periodos.........cccuuviiiiiiiie e 84



SUMARIO

LINTRODUGAO .......ccoiiceeeeeeeeeeeetee ettt nene s 17
2.REVISAO BIBLIOGRAFICA ....c.oeeoeeeeeeeeeee et 20
2.1 AGROTOXICOS ....ocuiieiiniieieeietee ettt sttt sttt es e et et ebese e ese s eaeseseesensenens 20
2.1.1 Classificagao d0S agrOtOXiCOS ...uuuiiiiiieeiiiiiiiiiiiee et eeeeas 21
2.1.1.1 Classificagao tOXICOIOGICA. .......uuureeeiieiee e 21
2.1.1.2 Classificagao quanto ao organismo alvo que controla...............ccccoeeeeeeeeeen. 23
2.2 AGROTOXICOS EM ESTUDO ..ottt 24
2.2.1 Acido diclorofenoxiaCético (2,4-D)......ccccceveeeeieeeeeeeeeeeeeee e ee e, 25
p A N o] = (o Y o [ ] o PSS 26
F B N L - VA | - NP 27
F N o= o o - NP 28
2.2.5 DIUIOM o 29
VL S 1= V2= 1 o] o [ U =S 30
VA A 11 1= V.= - o | U 31
2.2.8 MetidAtiONa .ccooeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
2.3 AGROTOXICOS E O PERIGO AMBIENTAL E HUMANO.......ccccoveeeeiireeceeiene, 32
2.4 CAMAS BIOLOGICAS: ALTERNATIVA PARA MINIMIZAR CONTAMINACAO
AO MEIO AMBIENTE ...ttt e eeea s 35
2.4.1 Elementos que compdem uma cama bioloégica.........cccccvviiiiiieeivieeeiiinnn. 38
2.4.2 BIOMISTUIA...cc i e 39
2.4.2.1 Alternativas disponiveis a substituicdo de componentes da biomistura........ 41
2.5 METODO CROMATOGRAFICO .......ciiiiiiiiiieieieieie sttt 42
2.5.1 Cromatografia LiQUida .........ccoovriiiiiiiiiiiiec e 42
2.5.2 ESPECtrometria € MAaSSAS .......ccvvvuuiiiiiieeeieeiieiiis e e e e e e e e e e e e e 44
2.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS ..ottt 45
2.6.1 SeletivVidade ......coooeeeeeeeeeee 46
2.6.2 Linearidade/Faixa de trabalho/Faixa linear de trabalho/Sensibilidade....... 46
2.6.3 Limite de deteccéo e limite de quantificacdo.............ccceevvviiiiiiieeeieeiiiiinn. 47
2.6.4 TendénCia/RECUPEIAGED .....cceeeeeeeee e 48
2.6.5 PIrECISA0 ..ovvuiiiiii ittt eea s 49

2.0.0 EfCITO MaATTIZ e e 49



3.MATERIAIS E METODOS ......oouiiiiiieeeeeeeeeee e 50

3.1 INSTRUMENTAGAO ...ttt enen s 50
B2 MATERIAIS . e et e e e e 51
3.3REAGENTES E SOLVENTES ... .ot 51
3.4 AGROTOXICOS SELECIONADOS PARA ESTUDO ......ccoieeieeeeeeeeeeeee e 51
3.5 PREPARO DE SOLUQ@ES ANALITICAS ...t 52
3.5.1 Preparo da SOIUGAO ESTOQUE .....ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt 52
3.5.2 Preparo de solucdes analiticas de trabalho............ccovvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 53
3.5.3 Preparo de SOIUGAO MISTUIA ....coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeee ettt 53
3.6 CONDICOES CROMATOGRAFICAS.......coviiiiiieceeeee et 53
3.6.1 Condi¢cdes cromatograficas para agrotoxicos do modo de ionizagéo
S0 R L8 AV TP PPPPPPPPPPP 54
3.6.2 Condi¢cdes cromatograficas para agrotoxicos do modo de ionizagéo
NEGALIVO e 55
3.7 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO ........coiiieiieeiecieeteeeeeeeeee et 56
3.7.1 Procedimento de extracdo agrotoxicos da classe das imidazolinonas ....57
3.7.2 Procedimento de extracdo método multirresiduo .......cccoeveeeevveveiiiiiinnneeen. 64
3.8 VALIDACAO DE METODO INDIVIDUAL — IMIDAZOLINONAS. .........ccoveeerenann 66
3.8.1 Curva analitica e Linearidade........cccccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 66
.82 EXALIAAO .oeeeviiiiiiiiiiiieeee e 67
3.8.3 Precisdo e Precis@o INtermMediaria .......ccccvvvvveeieiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 68
3.9 VALIDACAO DO METODO MULTIRRESIDUAL. .......c.coveueeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 68
3.9.1 Curva analitica e Linearidade........cccccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 68
3.9.2 EXALIAAO oiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 68
3.9.3 Precisdo e Precis@o Intermediaria ......cccccvvvvviiieiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 69
.10 AMOSTRAS . ..ottt e e e e e et a e e e e e et a e e e e e e e annnnrees 69
4.RESULTADOS E DISCUSSAO ... 70
4.1 VALIDACAO DO METODO INDIVIDUAL — IMIDAZOLINONAS..........covevieenennns 70
4.1.1 Curva analitica € Linearidade..............uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 71
o A o £ o TN Y= L 2P 72
4.1.3 Limites de detecgdo e qUaNTIfICACEOD ......uvieeiiiiiiiiiiii e 73
o R = 1 o - T ST POTTRPUUPPPPPPTRPN 73

4.1.5 Precis@o e Precisao INterMediarial .. ...ceeee e, 75



4.2 VALIDACAO METODO MULTIRRESIDUAL ......coooviuiiieieecteeeee e, 76

4.2.1 Curva analitica € Linearidade..............uueveieeiiiieiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 76
A.2.2 EFQITO MALIIZ ..ottt e e e e e e et s e e e e e e eeennnes 78
4.2.3 Limite de detecGao e qUaNTIfiCAGAOD ........cevvvvveeiiiiiiiiiiiiieeiiieee e 80
O - 1 [ - T TSR 81
4.2.5 Precisdo e Precisdo INtermediaria ............eeuveeeeeieiiiieeiieeeiieeieieeseeeeeeeeeeeeeeeeees 82
4.3 ANALISE DE AMOSTRAS DE BIOMISTURA ..ottt 83
B.CONCLUSAOD ..ottt 88

B.REFERENCIAS .....oooveoeeeee ettt 90



17

1. INTRODUCAO

Considerando a crescente producdo agricola ao longo dos anos no pais e no
mundo, h4 um aumento nos nimeros referentes a produtividade, principalmente das
culturas relacionadas a graos, como soja e milho. Para a safra 2021/2022, a
estimativa de producéo de graos no Brasil foi de 288,61 milhdes de toneladas,
representando um aumento de 14,2 % em comparacdo com a safra 2020/2021.
Desse total, as culturas de milho e principalmente soja, sdo aquelas que apresentam
producdes recorde a cada safra, correspondendo a uma grande parcela da producéo
de graos, o que contribui para que o Brasil seja considerado o maior produtor
mundial de soja (CONAB, 2020 e 2021).

No Brasil geralmente sdo produzidas duas safras de grdos ao ano, podendo
chegar até trés no caso do feijdo. Isso devido as condi¢cbes climaticas, que séo
favoraveis a producao de diferentes culturas durante todas as estacfes do ano todo,
possibilitando grandes producdes (CONAB, 2020). A estimativa da area plantada
nesta nova safra € de 71,5 milhdes de hectares, demonstrando um aumento de 3,6
% em relacéo a safra anterior (CONAB, 2021).

Em um periodo menor do que 40 anos o Brasil passou de importador de
alimentos para um dos grandes celeiros do mundo (EMBRAPA, 2018). Isto se deve
a diversos fatores como as condicdes climaticas e as novas tecnologias que incluem
aléem de implementos agricolas, o tratamento e o aumento da qualidade das
sementes, o uso de fertilizantes e ainda o extenso territério agricultavel. Esta
combinacdo de fatores possibilitou essa elevacdo na producdo agricola
brasileira,bem como que esta seja obtida durante o ano todo (ALVES; CONTINI;
GASQUES, 2008). Além disso, o uso de agrotoxicos demonstrou grande importancia
para que, de forma preventiva ou curativa, se evite perdas e reducdo de
produtividade (GASQUES; BACCHI; BASTOS, 2018).

Dentre as diversas classes de agrotoxicos existentes, os herbicidas, classe
utilizada no controle de plantas daninhas, representam 59,56% do total de
620.537,98 toneladas de ingredientes ativos vendidos no ano de 2019 (IBAMA,
2020).

Ao serem aplicados no ambiente, 0s agrotoxicos possuem um comportamento

bem complexo o que determina o seu destino final. Como por exemplo, devido a
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ventos e chuvas principalmente, estes podem atingir o solo e aguas superficiais e
subterraneas. E, ao atingir esses ambientes, as condigbes como temperatura,
umidade, composi¢cao do solo, entre outros terdo influéncia no seu comportamento.
Desta maneira pode ocorrer a deriva, a lavagem das folhas contendo o agrotéxico
aplicado, a lixiviagdo, a erosdo entre outros, sendo que independente do caminho
que este percorre sistematicamente o potencial receptor de seus residuos € o
homem (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2012) (GEBLER; SPADOTTO, 2008).

Visto a necessidade de uma maneira simples e eficaz para reduzir a
contaminacao ambiental pelo uso de agrotoxicos, principalmente em fontes pontuais,
como durante o preparo da calda bem como na limpeza do pulverizador, foi
desenvolvido na Suécia, no ano de 1993, o sistema Biobed ou camas bioldgicas.
Este consiste de um leito, isolado ou n&o, contendo uma camada de biomistura de
solo, turfa e palha, sendo que estes componentes podem ser substituidos por outros
com caracteristicas semelhantes e disponiveis no local. Nesta biomistura € onde
ocorre a biodegradacdo dos agrotoxicos (CASTILLO; TORSTENSSON;
STENSTROM, 2008b).

Desde o surgimento até o presente momento este sistema sofreu diversas
modificacdes, porém sem perder o intuito inicial de reter e degradar agrotoxicos.
Exemplos disto sdo os modelos de biofiltros desenvolvido na Bélgica, Phytobac e
Biobac na Franca entre outros (CASTILLO; TORSTENSSON; STENSTROM,
2008a). Na América Latina o sistema estd em fase de teste, porém ha a
necessidade de adapta-lo, visto que as condicdes, sejam elas climaticas e/ou
econdmicas, sdo diferentes em comparacdo aos paises europeus, onde o0 sistema
se originou e ja esta implementado. A Guatemala possui 0 sistema biobed como
tecnologia oficial, porém paises como Brasil, Argentina, Costa Rica entre outros,
estdo estudando as melhores alternativas para a implantacédo deste sistema (DIAS
et al., 2020).

Para que a eficacia do sistema de camas bioldgicas seja demonstrada, sédo
necessarios métodos analiticos de extracdo e de determinacdo de agrotoxicos,
precisos e exatos. Os métodos de extracdo multirresiduais sdo de dificil
desenvolvimento, levando em consideracdo a necessidade de se obter baixos niveis
de deteccéo, as diferentes caracteristicas fisico-quimicas dos analitos, bem como a
complexidade das matrizes de camas bioldgicas (MARTINS et al., 2014). As técnicas

cromatograficas geralmente acopladas a espectrometria de massas sdo as mais
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utilizadas para a identificacdo e quantificagdo de moléculas de agrotoxicos nestas
matrizes (VARELI et al., 2019).

Portanto o objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de dois
métodos analiticos para determinacdo de herbicidas em camas biolégicas e
posteriormente aplicar estes métodos para a avaliacdo destas na biodegradacéao dos

agrotéxicos estudados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGROTOXICOS

Agroquimico, pesticida, defensivo agricola, produto fitossanitario e ainda o
termo oficial no Brasil, agrotdxico. Apesar das diferentes designacées todos estes se
referem a produtos que sdo amplamente utilizados desde os primérdios,
principalmente na agricultura, para o controle de pragas e doencas (REDACAO
BOAS, 2019).

Dentre as diversas definicdes, a legislacédo brasileira, através da Lei n° 7.802,
de 11 de julho de 1989 (BRASIL, 1989), define agrotoxicos e afins como:

”...0s produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao wuso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecao de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas
e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acéo

danosa de seres vivos considerados nocivos...”

Ha milhares de anos tém-se registros do uso de substancias quimicas para o
controle de pragas e doencas que assolavam as plantacoes.

O uso do enxofre e arsénio no controle de pragas € descrito desde o século
XIV. Além disso, o controle de pragas utilizando substancias naturais produzida
naturalmente por plantas ou animais, comecava a ser desenvolvida. Isto incluia
ervas, oleos, cinzas entre outros. Um exemplo € o piretro ou pé da Pérsia, que era
extraido de flores secas de Chrysanthemum cinerariaefolim e Chrysanthemum
coccineu, planta encontrada na lugoslavia e no Caucaso.

No século XVIII, com o desenvolvimento da agricultura e inclusdo de novas
praticas agricolas, como utilizacéo de fertilizantes em grande escala e maquinas em
todo o processo de producdo, houve um agravamento no problema com pragas,
sendo que elas foram se tornando cada vez mais resistentes aos agrotoxicos
(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).
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Surgiram entdo os primeiros estudos cientificos relacionando o uso de
substancias quimicas no controle de pragas agricolas.

A ascensdo dos pesticidas organicos sintéticos surgiu com o desenvolvimento
da uréia a partir do composto inorganico cianato de amonio, realizada por Friedrich
Wohler, em 1828.

J& durante a segunda guerra mundial, em 1940, os inseticidas organicos
sintéticos foram amplamente usados para proteger os soldados de pragas
transmissoras de doencas, como a malaria, o que impulsionou o desenvolvimento de
novos pesticidas, sendo muitos, usados até hoje, como é o caso do DDT (1, 1, 1,-
tricloro-2,2-di(p-clorofenil) etano (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

Outro exemplo € o agente Laranja que ficou conhecido durante a guerra do
Vietnd em 1959, que consistia em partes iguais de dois herbicidas, o 2,4-D, e o
2,4,5-T, era utilizado como desfolhante aplicado sobre a mata a fim de desfazer o
esconderijo dos soldados. Porém, na época nao se sabia era que esse composto
continha uma dioxina altamente toxica, a TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-
dioxina), que era formada em elevadas concentracbes durante a producdo do
agente laranja. Substancia essa que tinha caracteristicas hidrofobicas que acabava
adsorvida sobre as plantas, entrando na cadeia alimentar e persistindo por longos
periodos (CRIADO, 2019).

2.1.1 Classificacdo dos agrotoxicos

Os agrotoxicos podem ser classificados de diferentes maneiras, levando em
conta sua toxicidade, o organismo alvo a ser controlado, a composicdo quimica, 0
modo de entrada no organismo alvo (YADAV; DEVI, 2017).

2.1.1.1 Classificacéo toxicolégica

Levando em conta a classificacdo toxicolégica, recentemente, no ano de
2019, houve uma nova reclassificagdo dos agrotoxicos. Isto ocorreu devido ao novo

marco regulatério do setor que buscou usar novos parametros para a classificagdo
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toxicologica dos agrotoxicos, baseando-se em padrbes internacionais, visando o
fortalecimento da comercializacdo de produtos no exterior. Estas alteragbes foram
baseadas nos padrbes internacionais, conhecido pela sigla GHS (Globally
Harmonized System os Classification and Labeling of Chemicals) (ANVISA, 2019).

Desta forma, houve uma ampliacdo quanto as categorias de classificacdo
toxicoldgica, passando de quatro para cinco, e também houve a inclusdo do item
“nao classificado”, que inclui nesta categoria produtos com baixissimo potencial de
causar dano ao ser humano, como produtos de origem biolégica (ANVISA, 2019).

A figura 1 demonstra uma comparacdo desta nova classificagdo com a

anterior.

Figura 1 - Comparagéo de com era e como passou a ser a nova classificagdo dos agrotoxicos.
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Adaptado de: (TOOGE; MANZANO, 2019)
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Este tipo de classificacdo, geralmente leva em consideragdo os valores da
Dose Média Letal (DL50), que se refere a quantidade em miligramas de ingrediente
ativo do produto por quilograma de peso vivo, necessarios para matar 50% da
populacdo de animais utilizados no teste, como visto na tabela 1: (BARRIGOSI, [s.d.])

Tabela 1 - Classificagao toxicoldgica levando em consideragdo a dose letal 50 (LD 50).

LDso (mg/kg peso corporal)

Classe ORAL DERMICA
Extremamente
la o <5 <50
toxico
Ib Altamente téxico 5-50 50 - 200
Moderadamente
Il o 50 - 2000 200 - 2000
toxico
Il a Pouco téxico > 2000 > 2000
Improvavel de _
b 5000 ou mais

causar dano agudo
NAO
CLASSIFICADO

Nao classificado

Adaptado de WHO,( 2019)

2.1.1.2 Classificacdo quanto ao organismo alvo que controla

Desta forma, os agrotoxicos sdo classificados considerando-se o0 organismo
alvo. Existem diversas classes, como por exemplo, acaricida, fungicida, nematicida
entre outros. Segundo o IBAMA, no Brasil, em 2020 as trés classes mais vendidas
foram os herbicidas, fungicidas e inseticidas, nesta ordem, totalizando mais de 80%
das vendas. (IBAMA, 2020)

Herbicidas

Os herbicidas compreendem uma classe de agrotéxicos utilizados no controle
de plantas que muitas vezes disputam espaco, 4gua e nutrientes com a cultura
inserida no espaco. (ADAMA, [s.d.]) Podem ser classificado de diversas maneiras,

como por exemplo quanto ao espectro de acdo, mecanismo de acgédo, época de
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aplicacéo, porém, a mais conhecida seria quanto a seletividade, sendo que a classe
dos seletivos compreende os herbicidas que controlam apenas as plantas daninhas,
ndo causando efeito na cultura agricola onde esté inserido, como o é o caso do 2,4-
D para a cultura de cana-de-acgUcar, atrazina para o milho entre tantos outros. Ja a
classe dos nédo seletivos causa efeito tanto na planta daninha como pode levar a
morte de toda a cultura agricola, como o glifosato (CARVALHO, 2013).

Esta classe de agrotoxicos vem sendo utilizada ha muitos anos, sendo que
em 1941, o 2,4-D foi o primeiro agrotoxico sintetizado pela industria e utilizado como
herbicida seletivo, o que impulsionou o desenvolvimento da industria quimica na
agricultura (OLIVEIRA JR., 2011), (MATTE et al., 2017).

Inseticidas

Os inseticidas sdo amplamente usados em diversas culturas agricolas no
controle de infestacdes de insetos, nocivos as lavouras. Além disso, essa classe
combate também pragas que sugam a seiva das plantas, introduzindo doencas e
alimentando-se de partes essenciais para 0 bom desenvolvimento destas (ADAMA,
[s.d.]).

Estes, por sua vez também podem ser classificados de diferentes formas, um
exemplo, € quanto ao grupo quimico como organoclorado, organofosforados,
carbamatos, piretréides, entre outros (NASCIMENTO; MELNYK, 2016).

Os organofosforados constituem uma importante classe, sendo que tem como
caracteristica atomos de carbono e fésforo em sua estrutura. Apesar de se
degradarem facilmente no meio, apresentam alta toxicidade e inibem a enzima
colinesterase podendo levar ao coma (SANCHES et al., 2003) (YADAV; DEVI,
2017).

2.2 AGROTOXICOS EM ESTUDO

Os agrotoxicos selecionados para este estudo compreendem sete herbicidas,
de diferentes classes quimicas, que sao mais utilizados nas culturas que possuem
altas producdes no Brasil, ou seja, a soja e o milho. E ainda um inseticida, utilizado

na cultura de maca.
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Abaixo estdo descritos os agrotoxicos utilizados no estudo, bem como sua

estrutura e algumas informagdes mais relevantes sobre 0s mesmos.

2.2.1 Acido diclorofenoxiacético (2,4-D)

Figura 2 - Estrutura quimica do acido diclorofenoxiacético (2,4-D).
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Grupo quimico: acido ariloxialcandico

Nome quimico: acido 2,4-diclorofenoxiacético
Classe: herbicida

Formula molecular: C8H6CI203

Massa molar: 221,02 g mol 1

Classe toxicoldgica: Classe |

Nomes comerciais: Tordon, Disparo

Sendo o segundoentre os ingredientes ativos mais vendidos no Brasil, 0 2,4-
D é um herbicida seletivo, de acdo sistémica e com baixo custo. Utilizado no controle
de plantas daninhas em diversas culturas como trigo, milho, soja, pastagens entre
outros (CALISTO, 2020) (MORAES, 2019).

A persisténcia deste herbicida no solo, é considerada de curta a média, e o
periodo residual ndo exceder quatro semanas, em solo argiloso e com clima quente,
isto quando aplicado em doses comerciais. Porém, por ele ser muito utilizado e sua
aplicacdo muitas vezes ser necessaria em varias etapas até a colheita, ha uma
preocupacao, relacionada a persisténcia dos residuos, o que pode vir a afetar até as
préximas culturas (SILVA et al., 2011).
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2.2.2 Acetocloro

Figura 3 - Estrutura quimica do acetocloro

Grupo quimico: cloroacetanilida

Nome quimico: 2 — cloro-N-(etoximetil) — N - (2-etil-6metilfenil)acetamida
Classe: Herbicida

Foérmula molecular:C14H20CINO2

Massa molar: 269,77 g mol 1

Classe toxicoldgica: Classe IlI

Nomes comerciais: Kadett CE, Surpass EC, FistCE

O acetocloro é usado no Brasil como herbicida pré emergente, ou seja, sao
aplicados no solo antes que ocorra a emergéncia do organismo alvo, nas culturas de
café, cana de acucar, milho e soja (ANVISA, [s.d.]). Este ndo é um agrotéxico muito
persistente no solo, visto que permanece por um periodo entre 35 e 70 dias,
podendo ter variagcbes dependendo das caracteristicas do solo (FERRI; VIDAL,
2002).



27

2.2.3 Atrazina

Figura 4 - Estrutura quimica da atrazina.
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Grupo quimico: Triazina

Nome quimico: 6 — cloro — N — etil — N — isopropil — 1,3,5 — triazina — 2,4 -

diamina
Classe: herbicida
Formula molecular: C8H14CIN5
Massa molar: 215,68 g mol*
Classe toxicoldgica: Classe IlI
Nomes comerciais: Nortox 500 SC, Coyote 500 SC, Siptran, Aclamado BR

Por possuir uma baixa pressao de vapor e moderada solubilidade em agua, a
atrazina, em um sistema agua-solo, apresenta elevada persisténcia em solos e
hidrolise lenta, o que leva a contaminacdo de solo e aguas subterraneas. Essa

persisténcia varia conforme o tipo de solo bem como o clima (CARMO et al., 2013).
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2.2.4 Dicamba

Figura 5 - Estrutura quimica do dicamba.
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Grupo quimico: Acido benzéico

Nome quimico: &cido 3,6 - dicloro - 2 - metoxibenzoico
Classe: Herbicida

Formula molecular: C8H6CI203

Massa molar: 221,03 g mol 1

Classe toxicologica: art. 38 resolucao da diretoria colegiada - RDC n° 294, de
29 de julho de 2019

Nomes comerciais: Banvel 480, Dicamax, Atectra

O dicamba é um herbicida seletivo usado para o controle em pds emergéncia
de plantas daninhas de folha larga e plantas lenhosas. Por ser um produto soltvel
em agua e movel no perfil do solo, tem-se a preocupacdo com a evaporacao e
transporte deste, podendo apds sua aplicacdo volatilizar, e dependendo as
condi¢cBes ambientais ser transportado por até 1 km, fato que causa preocupacao
aos produtores.

Porém por esse herbicida ser uma alternativa para o controle de bidtipos
resistentes, principalmente ao glifosato como a buva (Conyza bonariensis) e o
caruru (Amatanthus viridis), empresas trabalharam na modificacdo da formulacédo do
produto, tornando-a menos volatil, com apenas 0,55% de volatilidade, trazendo mais

seguranca nas questodes ligadas a deriva (BROCHADO et al., 2021).
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2.2.5 Diurom

Figura 6 - Estrutura quimica do diurom.
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Grupo quimico: Uréia

Nome quimico: 3-(3,4-diclorofenil)-1-1-dimetilureia

Classe: Herbicida

Foérmula molecular: C9H10CI2N20

Massa molar: 233,1 g mol **

Classe toxicoldgica: Classe IlI

Nomes comerciais: Diuron Nortox 500 SC, Diuron 500 SC Milenia

O diurom é um herbicida considerado persistente no solo, agua bem como
lencais freaticos, podendo levar de um més até um ano para se degradar, porém seu
produto de biodegradacéo 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA) possui uma maior toxicidade
e persisténcia no meio ambiente. Além disto, o 3,4-DCA ndo é facilmente
degradado, principalmente em condi¢cbes anaerdbias (GIACOMAZZI; COCHET,
2004).

Visto que o diurom € seguidamente encontrado na agua do mar e rios,
(GIACOMAZZI; COCHET, 2004) estudos mostram que ele e seus metabdlitos
podem causar alteracdes na concentracdo plasmatica de horménio esterdide,
impactando assim a reproducdo e desenvolvimento de peixes (BOSCOLO et al.,
2017).
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2.2.6 Imazapique

Figura 7 - Estrutura quimica do imazapique.
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Grupo quimico: Imidazolinona

Nome quimico: Acido 2-[4,5-dihidro-4-metil-(1-metiletil)-5-oxo-1H-imidazol-2-il-

5-metil-3 piridina carboxilico
Classe: Herbicida
Foérmula molecular: C14H17N303
Massa molar: 275,30 g mol*
Classe toxicoldgica: Classe I
Nomes comerciais: Plateau, Amplexus

O imazapique, assim como outros herbicidas da classe das imidazolinonas,
apresenta alta persisténcia no solo devido a sua lenta degradacdo, podendo
permanecer no solo por até dois anos (SU et al., 2019). Devido a seu longo efeito
residual no solo, o que pode levar a intoxicacdo em culturas semeadas em rotacao,
muitas vezes € necessario um intervalo de seguranca antes do plantio de outra
cultura no local (VASCONCELO et al., 2020).

Herbicidas desta classe sdo degradados principalmente por microrganismos
presentes no solo, desta maneira, esta associada as condicbes do solo, como

umidade, pH, conteudo de matéria organica (SU et al., 2019).
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2.2.7 Imazetapir

Figura 8 - Estrutura quimica do imazetapir.
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Grupo quimico: Imidazolinona

Nome quimico: Acido (RS)-5-ethyl-2-(-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-

2-yl) nicotinico
Classe: Herbicida
Foérmula molecular: C15H19N303
Massa molar: 289,33 g mol 1
Classe toxicoldgica: Classe IlI
Nomes comerciais: Imazetapir Plus Nortox, Pivot 100 SL,

Assim como o0 Imazapique, o Imazetapir também pertence a classe das
imidazolinonas, apresentando assim alta persisténcia no solo bem como as

caracteristicas citadas no item anterior (SU et al., 2019).

No Brasil, seu uso € permitido, tanto como pré e pds emergéncia em
diferentes culturas, como amendoim, arroz, feijao e soja (ANVISA, [s.d.]).

Em relacdo a sua estrutura, a classe das imidazolinonas possui em sua
estrutura quimica o grupamento imizadol. A variacdo da estrutura ciclica ligada ao
grupamento imidazol leva a trés diferentes subgrupos, sendo eles: imidazolinona
piridina, imidazolinona benzeno e imidazolinona quinolina. Sendo ainda possivel
uma segunda classificacdo da imidazolinona piridina quanto ao radical R do
grupamento piridina (KRAEMER et al., 2009).
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2.2.8 Metidationa

Figura 9 - Estrutura quimica da metidationa.

@)
S
S /[< Il
J\\ ,N i CHZSP(OCHS)2
CH.O N

3

Grupo quimico: Organofosforado

Nome quimico: S-2,3-dihidro-5-metoxi-2-oxo-1,3,4-tiadiazol-3-ylmethyl O,O-
dimetilPhosphorodithioate

Classe: Inseticida e Acaridida
Foérmula molecular: C6H11N204PS3
Massa molar: 302,33 g mol*

Classe toxicolégica: especifica para cada produto, conforme art. 38 da
Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDC n° 294, de 29 de julho de 2019

Nomes comerciais: Suprathion 400 EC, Supracid 400 EC

A metidationa € um inseticida amplamente usado devido a sua alta eficacia e
baixa persisténcia no ambiente (STIVAKTAKIS et al., 2017).

No Brasil este inseticida € usado nas culturas de maca e algodéao através da
aplicacao foliar (ANVISA, 2020).

2.3 AGROTOXICOS E O PERIGO AMBIENTAL E HUMANO

O desenvolvimento agricola no pais € de suma importancia para a economia.
No ano de 2020, as exportacbes de produtos agropecuarios somaram 100,81
bilhdes de ddlares, entre estes, a soja foi o produto que correspondeu a 35% das
exportacdes, sendo o principal produto exportado no setor (NASCIMENTO, 2021).

Porém, para que as culturas nao sejam afetadas, principalmente por pragas e

doencas, os agrotoxicos sdo amplamente utilizados para o manejo de culturas. E
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dados do IBGE/CENSO2017 mostram que o0 uso de agrotOxicos cresceu em
comparacao com o ultimo CENSO realizado em 2006 (IBGE).

Logo esse aumento no uso de agrotdxicos traz a tona inimeras questdes,
principalmente ambientais e de saude publica, visto que o uso indiscriminado dos
agrotéxicos pode levar a contaminagdes do solo, &gua e por consequéncia atingir
organismos nédo-alvo, como os seres humanos e animais. (AGRO, 2019)

Ainda, durante a aplicacéo do produto pode haver a exposicdo humana direta
aos agrotoéxicos, principalmente durante o preparo e aplicacdo deste, por vezes
realizada de maneira incorreta, seja pela falta de ética e responsabilidade em usar
uma dose adequada ou pela falta de conhecimento e/ou assisténcia técnica. Entre
estes se enquadram os principalmente, os agricultores familiares, onde incide os
maiores riscos de intoxicagdo, seja por exposicdo ocupacional ou acidental, pois
geralmente o modo de aplicacdo é através da utilizacdo de pulverizadores costais
manuais, como o preparo da calda feita em local inadequado, muitas vezes nao
afastado do espaco domeéstico, de animais, e de corpos de agua, como dita a
legislacdo. Ademais, em muitos casos 0 uso de equipamentos de protecao individual
(EPIs) é falho ou inexistente (VALADARES; ALVES; GALIZA, 2020) (VIERO et al.,
2016) (GEBLER; BRUNCH; LISBOA, 2017).

Ja quando se trata de grandes lavouras, onde a aplicagdo manual € inviavel,
utilizam-se grandes pulverizadores ou em determinadas situacdes, avides, onde a
problematica € a deriva, tanto para outras culturas préximas, como a intoxicacao de
pessoas que tem suas casas proximas ao local de aplicacao.

Como exemplo disso, um caso ocorrido em maio de 2013, em Goias, onde
um avido pulverizou agrotoxicos sobre plantacdes de milho e soja, atingindo uma
escola localizada no meio rural. Apos o ocorrido, cerca de 90 pessoas, a maioria
criancas, tiveram que ser hospitalizadas, pois apresentaram sintomas de
intoxicacdo, como sudorese, frequéncia cardiaca elevada, vémitos, nausea, dor de
cabeca e tontura (HUMAN RIGHTS WATCH, 2018).

Outra situacdo é referente a deriva de agrotéxicos, ocorrido em 2018 no
municipio de Candiota, no Rio Grande do Sul, onde o considerado maior produtor de
oliveiras do pais, teve perdas significativas devido a deriva de agrotoxicos, no caso 0
2,4-D (GAUCHA ZH, 2020).

Devido ao aumento expressivo no nimero de casos de deriva de agrotoxicos

devido a aplicagdo em condigfes inviaveis, a Secretaria da Agricultura, Pecuaria e
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Desenvolvimento Rural do Rio Grande do Sul, criou um canal de denuncias
exclusivo para casos de deriva de 2,4-D e outros agrotdéxico hormonais como o
Dicamba, Piroclam entre outros, em culturas sensiveis como oliveiras, macieiras,
erva-mate entre outros. Além disso, também foram criadas instrucbes normativas
para o controle de uso de agrotoxicos hormonais no RS, a IN 005/2019, onde
constam obrigagbes para profissionais que prescrevem bem como fabricantes e
comerciantes e a IN 06/2019 onde constam regras para o cadastramento de
pessoas responsaveis pela aplicacdo deste tipo de agrotoxico bem como a
necessidade de o produtor informar sobre o uso destes (FRANCISCATTO COVATTI,
2019) (SECRETARIA DA AGRICULTURA, [s.d.]).

Os efeitos do uso de xenobioticos como, por exemplo, os agrotdxicos, sobre a
saude humana sao inameros, estes podem ser de dois tipos, no caso os efeitos
agudos que sao resultantes da exposi¢cao a concentracdes capazes de causar dano
aparente em um periodo de 24h, e os efeitos cronicos sao resultantes de uma
exposicado continua a baixas doses da substancia (PERES; MOREIRA; DUBOIS,
2003). Portanto, a exposicao aos agrotoxicos pode desencadear diversos sintomas,
como dor de cabeca, nausea, dor de estomago, além de estar associado a
alteracoes celulares que podem levar a diversos tipos de canceres como neoplasia
no ceérebro, melanoma cutaneo, cancer no sistema digestivo, respiratorio entre
varios outros (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

No meio ambiente esses efeitos sdo ainda maiores, visto que existe todo um
ecossistema envolvido, além de danos ao ambiente onde esses animais vivem, pode
ainda haver o acumulo dessas substancias ao longo da cadeia alimentar,
principalmente em areas proximas da aplicacdo de agrotéxico. Além do mais, o dano
ao solo, devido a fragilizacdo deste e ainda consequente impacto na absorcdo de
minerais, e por conseqiéncia essa contaminacdo pode chegar a rios e lengois
freaticos, podendo modificar a biota do meio (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003).

Apbs a aplicacdo do agrotéxico, este pode sofrer diversos processos, no meio
ambiente, como a lixiviagdo, volatilizacdo, fotodegradacdo biodegradacdo entre
outros, como pode ser visto na figura 10. Estes processos podem fazer com que 0s
agrotoxicos sejam degradados, concentrados, diluidos, o que define isso é o
processo ao qual ele passa (RIBEIRO; VIEIRA, 2010).
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Figura 10 - Processos que os agrotéxicos podem sofrer no meio ambiente
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2.4 CAMAS BIOLOGICAS: ALTERNATIVA PARA MINIMIZAR CONTAMINACAO AO
MEIO AMBIENTE

A manipulacéo de agrotoxicos sem os devidos cuidados pode ser uma grande
fonte de contaminacdo pontual, pois durante o preparo da calda, pode haver
derramamentos do produto formulado concentrado, repetidamente em um mesmo
ponto. Este tipo de derrame tem o mesmo efeito da multiplicacdo da dose comercial
a ser aplicada por hectare em até mil vezes. Ou ainda durante a lavagem dos
tanques de pulverizacdo, a agua residual, se descartada em local inapropriado pode
vir a contaminar rios, bem como ambos os casos podem contaminar além do solo,
aguas subterraneas (FAO, 2016).

Com o intuito de evitar este tipo de contaminacéao, foi desenvolvido na Suécia
no ano de 1993 o sistema biobed conhecido também por cama bioldgica. Sendo
esta uma alternativa eficaz e barata para evitar este tipo de contaminacdo. Um
sistema de cama biolOgica consiste basicamente de uma cova de aproximadamente
60 cm de profundidade, uma camada de argila ao fundo, seguida de uma camada de
biomistura, composta basicamente por palha, solo e turfa e coberto por uma camada
de grama. Este pode ainda conter uma rampa de acesso aos maquinarios, como
pode ser visto na figura 3 (DIEZ JEREZ et al., 2013) (CASTILLO; TORSTENSSON;
STENSTROM, 2008a).
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Figura 11 — Esquema basico de uma cama biolégica
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O modelo apresentado na figura 11 representa o modelo criado inicialmente.
Ao longo dos anos e buscando o aperfeicoamento das condicbes de seguranca
ambiental para cada lugar, foram surgindo outros modelos.

Existem basicamente dois modelos: permeavel e impermeavel. As camas
biologicas permeaveis ndo possuem nenhuma camada sintética de revestimento,
visto que neste caso, existe uma camada de argila natural que permite a drenagem
do excedente de liquido depositado, ou entéo esta pode ser adicionada ao fundo do
leito, como visto na figura 12 (CASTILLO; TORSTENSSON; STENSTROM, 2008b).

Figura 12 - Modelo de cama biolégica permeével com: a) camada de argila adicionada e b) camada
de argla natural.
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Adaptado de (CASTILLO; TORSTENSSON; STENSTROM, 2008b)
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J& o modelo impermeavel (figura 13) possui uma barreira artificial feita de
cimento, plastico ou outro material que isole o material do solo e ainda permita a
coleta do permeado para outro pogco anexo a cama bioldgica através de tubulacdes.
Para evitar que obstrucdo das tubulagbes, neste modelo geralmente é adicionada
uma camada de cascalho e/ou areia para reter particulas maiores (CASTILLO;
TORSTENSSON; STENSTROM, 2008b).

Figura 13 - Modelo de cama biolégica impermeavel
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P
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Adaptado de (CASTILLO; TORSTENSSON; STENSTROM, 2008b)

A manutencéo da cama biolégica deve ser feita a cada temporada, visto que a
cada ano, devido a compactacdo e decomposicdo da biomistura, o leito diminui em
torno de 10 centimetros. Sendo assim, necessaria a adicdo de biomistura e
restauracdo da camada de grama do leito. A duracdo média de uma cama bioldgica
€ em torno de 4 a 5 anos, periodo no qual a biomistura se mostra eficaz, sendo
necessaria, apos esse periodo, a substituicdo da mesma. Esta substituicdo deve ser
realizada de 2 a 3 meses antes do uso, visto que este é o tempo que a biomistura
leva para se estabilizar (DIEZ JEREZ et al., 2013).

Para o descarte da biomistura antiga, recomenda-se realizar a compostagem
do material por um periodo de seis meses, a fim de garantir que todos os
agrotoxicos tenham se degradado. Apds este periodo, o substrato pode ser disperso

em areas agricolas, obedecendo aos limites fisicos legais (GEBLER et al., 2015).
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2.4.1 Elementos que comp8em uma cama biolégica

Os elementos de uma cama bioldgica variam conforme o modelo, porém o
fundamento e elementos s&o basicamente 0s mesmos.

A cobertura vegetal, geralmente composta por grama, aumenta a eficiéncia da
cama bioldgica, visto que ajuda a reter os agrotdxicos na parte superior, evitando
sua lixiviagdo, além de ajudar no controle da umidade bem como degradagdo em
nivel de raiz. Esta cobertura ajuda também na visualizacdo dos derrames de
agrotéxicos, bem como defeitos que causam vazamentos nos equipamentos
utilizados na pulverizagao (DIEZ JEREZ et al., 2013).

A biomistura € o principal componente, visto que esta € responsavel pela
retencdo e degradacdo dos agrotoxicos através dos microrganismos que se
desenvolvem no meio, levando assim a redugdo da concentragdo bem como
eliminacdo dos agrotoxicos. Esta é composta por 50% de palha, 25% de turfa e 25%
de solo (DIEZ JEREZ et al., 2013).

Quando a cama biolégica é do modelo com drenagem, é necessario
acrescentar alguns componentes como uma camada de cascalho, que é colocado
ao fundo, que serve como um filtro para reter particulas maiores provenientes da
biomistura evitando assim que o sistema de drenagem seja obstruido. Outro
componente utilizado com a mesma funcéo do cascalho é a areia, porém ela ajuda a
reter particulas menores, sendo assim um componente opcional (DIEZ JEREZ et al.,
2013).

Quando a cama biologica é do tipo sistema fechado, se utiliza um sistema de
impermeabilizacdo, que evita o contato dos agrotoxicos com o solo abaixo da cama
biologica. Esta camada consiste geralmente de uma camada de concreto ou outro
material impermeavel, e sobre este € colocado uma geomembrana a fim de filtrar os
liquidos e possibilitar que estes sejam recirculados atreves de uma bomba,
novamente para a cama bioldgica (CASTILLO; TORSTENSSON; STENSTROM,
2008b).

Um sistema de acesso pode ser colocado, consistindo de uma rampa de
material que resista ao peso do trator bem como equipamento de pulverizacao,

geralmente sendo recomendado o uso de aco.
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O teto de protecao € util para isolar a cama biolégica, evitando assim acumulo
de agua em dias chuvosos, sendo que caso isto ocorra, é necessario esperar

evaporar o excesso de agua (DIEZ JEREZ et al., 2013).

2.4.2 Biomistura

A biomistura é o principal componente de uma cama biolégica, sendo esta a
responsavel pela absorcdo e degradacdo dos agrotoxicos. Portanto a composicao
bem como o tipo de material organico, é crucial para uma degradacao efetiva, seja
guanto a retencdo dos agrotoxicos como também a atividade dos microrganismos
responsaveis pela degradacédo (CASTILLO; TORSTENSSON, 2007).

O solo, que corresponde a 25% da biomistura, além de sua rigueza em
microrganismos é util devido sua capacidade de sorcdo. Este é extraido de até 20
cm da superficie da terra, sem conter camada de vegetais.

Quanto ao tipo de solo, os mais adequados sdo aqueles com alto teor de
matéria organica, sendo possivel utilizar também o solo arenoso. Porém, deve-se
evitar o uso de solo argiloso devido a dificuldade de homogeneizacdo na biomistura
além deste tender a interagir com a agua, afetando assim a movimentacdo dos
liquidos pela cama bioldgica (DIEZ JEREZ et al., 2013).

A turfa devido a sua capacidade de sorcdo dos agrotéxicos, bem como
retencdo de agua € de grande importancia para a regulacdo da umidade, controle de
pH e degradacéo abidtica. Esta € um material organico esponjoso, provindo de um
tipo de musgo extraido de depdsitos naturais. A composicao da turfa é basicamente
carbono compreendendo 60%, 3% de oxigénio, 6% de hidrogénio e 2% de nitrogénio
e esta constitui 25% da biomistura (DIEZ JEREZ et al., 2013) (CASTILLO;
TORSTENSSON, 2007).

Por se tratar de um recurso natural, ndo renovavel e com caracteristicas
fisico-quimicas especificas, a substituicdo da turfa por outros materiais tem sido um
processo dificil. Na regido do Chile, experimentos buscaram agregar biocarvao,
produzido pela pir6lise de Pinus radiata, com a turfa, demonstrando resultados
promissores porém com uma taxa de degradacdo mais lenta. (DIAS et al., 2020)
(DIEZ et al., 2013).
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A palha é o material que constitui 50% da biomistura, esta pode ser obtida no
campo, através dos residuos de colheita de leguminosas e gramineas, como trigo e
arroz (DIEZ JEREZ et al., 2013).

A palha é um elemento importante, pois ela da a estrutura de tuneis e
macroporos para que ocorra a passagem de ar para as camadas mais profundas,
aumentando a atividade dos microorganismos aerébios, que sdo mais eficientes em
comparacao aos aerobios, tornando assim o sistema Biobed mais eficiente em
comparacao a degradacdo dos agrotoxicos apenas no solo (GEBLER et al., 2015).

Além disso, por a palha possuir alto teor de lignina, estimula ainda a formacao
de fungos que degradam poluentes orgéanicos, como o fungo da podriddo branca
(figura 14), aléem da formacdo de fenoloxidases. No sistema de degradacdo da
lignina, muitos microrganismos séo ativados devido a limitagdo de nutrientes, como
nitrogénio e carbono. As fenoloxidases incluem peroxidases e polifenoloxidases que
sdo capazes de degradar uma vasta gama de produtos téxicos, entre eles o0s
agrotoxicos. Logo, este € um componente de grande importancia em uma cama
biologica, visto que estudos mostram que materiais organicos com limitacao do teor
de lignina bem como alto nivel de nitrogénio, podem ndo ter uma atividade
microbiana suficiente para a degradacdo de agrotoxicos e seus metabdlitos
(CASTILLO; TORSTENSSON, 2007) (CASTILLO; TORSTENSSON; STENSTROM,
2008b).

Figura 14 - Imagem do fungo da podriddo branca

(CASTILLO; TORSTENSSON; STENSTROM, 2008b)
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2.4.2.1 Alternativas disponiveis a substituicdo de componentes da biomistura

A adaptacdo da composicdo da biomistura de uma cama bioldgica é de
grande importancia, visto que em alguns casos o material comumente usado é
escasso. Desta forma se buscam sempre componentes que sejam sustentaveis e de
baixo custo. Para isso, € importante se ter o conhecimento da disponibilidade de
cada tipo de material no local a ser construida a cama biolégica e da eficacia destes
(LESCANO et al., 2018). Porém para que se possa realizar essa substituicdo é de
grande importancia saber se 0s componentes substitutos séo eficazes para a
finalidade pretendida.

A palha, por ser um componente importante, fonte de lignina, necessario para
o desenvolvimento dos fungos, deve ser substituida por componentes que possuam
esta mesma caracteristica. Uma alternativa sdo os residuos de cultura de girassol,
folhas de oliveiras, talos de uva, casca de laranja, espigas de milho, entre outros
(KARANASIOS et al., 2010).

LESCANO et al., (2018) demonstrou que para a degradacdo de glifosato,
biomisturas empregando palha de alfafa, restolhos de trigo, residuos de rios e solo
foram eficazes.

Ja a turfa, devido a suas caracteristicas importantes para o biobed, como alta
capacidade de retencdo de agua, o que é essencial para manter a umidade e pH do
sistema muitas vezes se torna dificil a substituicdo por outro material. Além do fato
deste ser de alto custo e muitas vezes pouco disponivel no local, e também por néo
ser um recurso renovavel (DIEZ JEREZ et al., 2013).

KARANASIOS et al., (2010) utilizou como substituto a turfa, folhas de
oliveiras ap6s passarem pelo processo de compostagem, demonstrando ser uma
alternativa eficaz (OMIROU et al., 2012). Outra alternativa para a substituicdo da
turfa sdo os residuos de rios, ou seja, o local do rio onde se tem um acumulo de
residuos vegetais e estes em condi¢cdes anaerobicas (LESCANO et al., 2018) (DI
BENEDETTO; KLASMAN; BOSCHI, 2004). Substratos residuais provenientes do
cultivo de cogumelos comestiveis (GAO et al., 2015). O uso de minhocas (Eisenia
fetida species) junto a biomistura foi estudado por LESCANO et al., 2020,
demonstrando eficiéncia na biodegradacdo do glifosato. Ainda residuo de pinus e
vermicomposto foram testados no Brasil como potenciais substituto para a turfa em

biomistura que compdem as camas bioldgicas, demonstrando eficientes na
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degradacéao do fosmete, reduzindo sua ecotoxicidade, (DIAS et al., 2021).

Além de seu uso para remocdo de pesticidas, estudos recentes
demonstraram que as camas biologicas séo eficientes para remocao/degradacao de
poluentes emergentes, bem como na industria farmacéutica, em hospitais, estacées
de tratamento de 4guas por ser um sistema barato e eficiente (DELGADO-MORENO
et al., 2019).

2.5 METODO CROMATOGRAFICO

A cromatografia esta incluida entre os métodos de analise, isto se deve a sua
facilidade em efetuar separacOes, identificacdo bem como quantificacdo de
compostos quimicos, seja ela por si s6 ou conjuntamente com outras técnicas
instrumentais de analise, como a espectrometria de massas.

E um método fisico-quimico de separacdo de compostos de uma mistura,
esta € realizada pela distribuicdo destes, entre duas fases em contato. Sendo um
dessas fases a estacionaria e a outra a movel, onde entdo durante a passagem da
fase movel pela estacionaria, ocorre a distribuicdo dos compostos em ambas as
fases de forma que cada composto € retido seletivamente pela fase estacionaria,
ocorrendo migracdes diferenciais desses compostos (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006).

Existem diversas classificacdes na cromatografia, sendo as mais comuns as
relacionadas a técnica empregada, ao mecanismo de separacdo e os diferentes
tipos de fases (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

2.5.1 Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida € uma das técnicas mais utilizadas para a analise de
compostos nao volateis e/ou que sejam termicamente instaveis (LANCAS, 2009). A
técnica € baseada na diferenca de solubilidade dos analitos entre uma fase movel
liquida e a fase estacionéaria.

Desde seu inicio, em 1950, até hoje, muitos avancos relacionados a
cromatografia liquida surgiram, sendo que a grande maioria buscando um

desenvolvimento continuo de novos materiais para a fase estacionaria, que possam
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trazer colunas mais seletivas, eficientes e estaveis quimica e mecanicamente
(MALDANER; JARDIM, 2009).

Devido a necessidade de andlises confidveis e em um curto periodo de
tempo, a reducdo do tamanho das particulas da fase estacionéria foi uma alternativa
com consequente aumento da pressao no sistema, o que inviabilizava sua utilizagc&o
em sistemas cromatogréaficos convencionais, levando mais algum tempo entéo, até o
surgimento de um sistema mais eficiente (MALDANER; JARDIM, 2009).

Por se tratar de um método fisico-quimico de separacdo dos analitos, como
adsorcao, troca ionica, particdo ou ainda por tamanho, existem hoje diversas fases
estacionarias que seguem esses mecanismos. Sendo que a escolha depende das
caracteristicas do analito, como a polaridade.

Dentre os diferentes tipos, existem, por exemplo, a cromatografia de fase
normal onde a fase estacionaria possui uma polaridade mais alta em relacdo a fase
moével. JA a cromatografia em fase reversa é amplamente utilizada quando os
analitos se tratam de compostos basicos ou muito polares, este tipo € muito usado
atualmente por ter uma maior resisténcia e aplicabilidade. Neste caso a fase
estacionaria é apolar, geralmente hidrocarbonetos apolares, como C8 ou C18, e a
fase movel utilizada é polar (JUNIOR, 2019).

Tém-se fases estacionarias onde apenas a superficie da particula € porosa,
possuindo um nucleo solido, como demonstrado na figura 15. Apresentando
vantagens como a baixa resisténcia a transferéncia de massa, possibilitando
analises mais rapidas sem gerar altas pressodes, alta resisténcia mecanica, desta
forma apresentando alta eficiéncia se comparadas com particulas porosas. Esse tipo
de particula foi desenvolvida pela Agilent Technologies e denominada de Poroshell,
possuindo hoje diversas variacoes, seja no tamanho do nucleo quanto da camada
porosa (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010).
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Figura 15 - Representacdo de uma particula de fase estacionéria do tipo Poreshell
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(MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010)

A cromatografia liquida é uma excelente técnica de separacdo, porém para
analises qualitativa e quantitativa esta necessita de uma técnica confirmatoria, ou
seja, um sistema de deteccao do analito de interesse (LANCAS, 2009). O detector
ideal de qualquer tipo deve ser sensivel a pequenas mudancas na concentracdo do
analito, fornecendo uma resposta linear.

Existem diferentes tipos de detectores, a escolha ira depender principalmente
do limite de deteccéo e faixa linear necessario bem como das caracteristicas fisico-
guimicas do analito. Alguns exemplos séo os detectores de ultravioleta, de indice de

refracao, de fluorescéncia, de espectrometria de massas (HARRIS; LUCY, 2017).

2.5.2 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € definida como o estudo da matéria através da
formacédo de ions em fase gasosa e posterior caracterizagcdo por um espectrometro
de massas considerando sua massa, carga, estrutura ou propriedades fisicas
(HOSHI IGLESIAS, 2013).

O espectrdmetro de massas € composto basicamente por um sistema de
introducdo de amostra, ionizacao, analise de massas, detec¢cdo dos ions gerados e
processamento dos dados. Apds os analitos serem introduzidos no espectrémetro
de massas, ocorrera a producdo de ions na fonte de ionizacdo e esses sao
direcionados ao analisador de massas e analisados de acordo com sua razao
massa/carga (m/z) (DIAS, 2014).
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Esta é uma técnica versatil para analise de misturas complexas de analitos
em baixas concentracfes. Combina pressfes elevadas provindas do cromatografo
liquido através do eluente, com o alto vacuo do MS, desta forma se tornando
necessario o desenvolvimento de interfaces a fim de tornar as técnicas compativeis
(LANCAS, 2009).

Além disso, geralmente os compostos separados pela CL sdo pouco volateis
e/lou sensiveis a temperaturas, sendo necessario entdo o desenvolvimento de
interfaces e formas de ionizagao alternativas.

Em muitas dessas interfaces, também € realizada a ionizacdo do analito,
sendo assim, algumas dessas sao conhecidas apenas com fonte de ionizagdo. As
mais utilizadas sdo a ionizacdo quimica a pressao atmosférica (atmospheric
pressure chemical ionization / APCI), fotoionizacdo a pressao atmosférica
(atmospheric pressure chemical ionization / APPI) e a ionizacdo por
eletronebulizac&o (electrospray ionization / ESI) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM,
2008).

O modo de operacdo MS/MS inclui dois passos adicionais, entre a formacao e
a deteccéo dos ions, o isolamento de um ion precursor e sua posterior fragmentacao
em ions produtos caracteristicos, a fim de formar um espectro completo. Sendo esse
0 motivo da utilizacdo desta técnica para determinacdo de analitos em que cada um

necessita de condi¢des especificas (P1ZZUTTI, 2006).

2.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de método € de grande importancia para demonstrar a qualidade
de medicdes quimicas através da comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade.
A fim de garantir que um método analitico demonstre através de resultados,
informacBes confidveis e interpretaveis, ele deve passar por uma avaliacdo
denominada de validacdo (RIBANI et al., 2004).

Existem diferentes 6rgaos que disponibilizam guias sobre como executar uma
validacdo de método, no Brasil existe, por exemplo, a ANVISA, o MAPA e o
INMETRO, que foi o seguido para este trabalho. Além disso, existem guias
internacionais, como 0 SANTE, que dispdes de um guia de “Controle de Qualidade
Analitica e Procedimentos de Validagdo de Método para Analise de Residuo de
Pesticidas em Alimentos e Ragdo” (PEREZ, 2010) (PIHLSTROM et al., 2019).
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O INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia e Qualidade Industrial)
disponibiliza um documento de carater orientativo denominado “Orientagdo sobre
validacdo de métodos analiticos DOQ-CGCRE-008", onde demonstra os parametros
a serem adotados para uma validacao, sendo eles: Seletividade, Linearidade / Faixa
de trabalho / Faixa linear de trabalho / Sensibilidade, Limite de deteccéo (LD), Limite
de quantificacdo (LQ), Tendéncia/Recuperacdo e Precisdo. O item robustez € um
procedimento opcional (INMETRO, 2018).

2.6.1 Seletividade

A seletividade € o grau em que o método consegue diferenciar o analito de
interesse de outros analitos, matrizes ou material potencialmente interferente. Um
método considerado seletivo € aquele capaz de responder a varios analitos, mas
consegue distinguir cada um deles (INMETRO, 2018).

Segundo a literatura, 0s experimentos realizados para avaliacdo da
seletividade, geralmente incluem ensaios com padrdes ou material de referéncia,
amostras na presenca e auséncia do analito, como também a avaliacdo do método
em conseguir diferenciar o analito de interesse de interferentes. Se este parametro
nao for assegurado, havera o comprometimento da linearidade, tendéncia e precisao
(INMETRO, 2018).

2.6.2 Linearidade/Faixa de trabalho/Faixa linear de trabalho/Sensibilidade

A linearidade de um método analitico pode ser definida como a capacidade
em obter resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra. A faixa de trabalho € o intervalo entre a menor e a maior concentracao do
analito em uma determinada amostra, no qual o método demonstra um nivel
satisfatério de precisdo, exatidao e linearidade (INMETRO, 2018).

A faixa linear de trabalho é o intervalo onde os resultados do método s&o
proporcionais a concentragdo do analito, sendo o limite inferior da faixa definido
como o limite de quantificagéo. E a sensibilidade esté interligada com a inclinacdo da
curva analitica, ou seja, a resposta do equipamento de medicdo perante a

guantidade medida. Sendo estes parametros apresentados na figura 16.
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Figura 16 - Representacdo dos pardmetros de uma curva analitica: linearidade, faixa de trabalho,
faixa linear de trabalho e sensibilidade.
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Para que se possa quantificar o analito, deve se conhecer a relacéo entre a
resposta medida e a linearidade da curva. A relacdo entre essas duas variaveis é

observada através da equacao a seguir:
Equacao dareta y=a+ bx
Onde:
y: resposta medida no instrumento
a: coeficiente linear
b: coeficiente angular

X: concentracao

2.6.3 Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

O limite de deteccéo (LD) refere-se & menor concentracdo de um analito que
pode ser detectada, porém nado necessariamente quantificada, através de um
procedimento experimental (RIBANI et al., 2004).

Este pode ser calculado de diferentes maneiras, como pelo método visual,
método da relagdo sinal-ruido e o método baseado em parametros da curva

analitica, baseado na equacao abaixo (RIBANI et al., 2004).

s
LD =33 —
a
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Onde:
s: desvio padrao da resposta do branco
a: coeficiente angular da curva analitica

O limite de quantificacdo (LQ) de um método analitico € a menor quantidade
de um analito em uma determinada amostra que pode ser quantitativamente
determinada e com precisdo e exatiddo aceitavel (INMETRO, 2018).

Pode se utilizar os mesmos critérios para o calculo, utilizados para o limite de
deteccdo, porém o que muda é a relacdo que neste caso é de 10:1, se tratando do
calculo pelo método a partir da curva analitica, como indicado na equacao abaixo
(RIBANI et al., 2004).

LQ = 10>
Q_ a

Onde:
s: desvio padrao da resposta do branco
a: coeficiente angular da curva analitica

Ja o guia SANTE/2019, permite a determinacédo do LQ a partir dos testes de
fortificacdo/recuperacédo, onde o LQ € definido como o nivel mais baixo de
fortificacdo que atenda aos requisitos de recuperagdo e precisdo (PIHLSTROM et
al., 2019).

2.6.4 Tendéncia/Recuperacao

A tendéncia € uma combinacao de erros aleatérios e sistematicos, aplicados a
uma série de resultados. Sendo determinada com relacdo a valores de referéncia
apropriados. E expressa como recuperacdo analitica, através da equacdo abaixo
(INMETRO, 2018).

valor observado

x 100%
valor esperado
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2.6.5 Precisao

A precisdo é avaliada a fim de se observar a dispersdo de resultados de
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra analisadas em condi¢des
definidas. Esta pode ser calculada de diferentes maneiras, sendo uma delas atraves
da estimativa do desvio padrdo relativo (RSD), como demonstrado na equacéo
abaixo (RIBANI et al., 2004).

S
RSD % = ;xlOO

Onde:
s: desvio padrao
X: concentracdo media determinada

As maneiras mais comumente utilizadas para expressar a precisdo Ssao
através da repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (INMETRO,
2018).

A repetibilidade € a condicdo de medicdo num conjunto de condicOes,
incluindo mesmo procedimento, operados, condicdes do sistema de analise. Ou
seja, ela determina a dispersdo dos resultados, isto pode ser feito a partir da
fortificacdo de um “branco” da matriz em diferentes concentragdes, repetida diversas
vezes, sendo o valor dependente do guia de validacéo utilizado, geralmente entre 6
e 15 vezes (INMETRO, 2020).

A precisao intermediaria € a precisdo avaliada a partir da variacdo de algumas
condicbes, como analista, equipamento, dia, porém utilizando o mesmo
procedimento de extracdo. Ela representa a variabilidade dos resultados em um
laboratério (INMETRO, 2020).

2.6.6 Efeito Matriz

O efeito matriz é entendido como a influéncia de compostos coextraidos da
amostra na medicdo da concentracdo ou massa do analito. E observada como

resposta do detector, aumentada ou diminuida, se comparado aquele produzido por



50

solucbes do analito em solvente. A presenca ou auséncia desse efeito é
demonstrada através da comparagdo da resposta produzida a partir do analito em
uma solucao solvente com aquela obtido da mesma quantidade de analito no extrato
da amostra (PIHLSTROM et al., 2019) (SANTE 2019).

O efeito matriz é determinado através de um calculo onde se tem a
comparacao da resposta do analito da solugdo em solvente e em extrato de matriz,
de acordo com a equacao abaixo.

inclinacdo da curva analitica em matriz

Efeito Matriz (%) = ( — 1) X 1loo

inclinacdo da curva analitica em solvente

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 INSTRUMENTACAO

e Cromatografo a liquido (Agilent, ULTIVO, modelo 1260 Infinity Il Prime)
acoplado a um detector de massar triplo quadrupolo

e Coluna InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 2,1 x 50mm, 1,9 um (Agilent)

e Pré-coluna UHPLC Guard 3PK, InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 3,0 x 5mm,
2,7um (Agilent)

e Gerador de nitrogénio Genius (Peak Scientific, Reino Unido)

e Centrifuga modelo Haraeus Megafuge 16R (Thermo Scientific, Alemanha)

e Concentrador modelo Rapidvap (Labconco Corporation, EUA)

e Balanca analitica com precisdo de quatro casas decimais, calibrada
(Sartorius, Alemanha)

e Balanca analitica com precisdo de duas casas decimais PM 600, calibrada
(Metler, Suica)

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Milipore, Brasil)

e pHmetro de bancada W3B (BEL,

e Pipetador automatico HandyStep, calibrado (Brand, Alemanha)

e Pipetadores semiautomaticos de diferentes capacidades Transferpette

(Brand, Alemanha)
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e Homogeneizador Voértex Genie 2 (Scientific Industries, EUA);

3.2 MATERIAIS

e Tubos de polipropileno, com tampas rosqueaveis de 15 e 50 mL (Nalgene,
EUA);

e Frascos de fundo conico para evaporacgao;

e Baldes volumétricos certificados de 5, 10 e 50 mL;

e Frascos de vidro para armazenamento de solugdes padréo;

e Tira universal de pH

e Filtro de seringa PTFE 13 mm, 0,2 um (Agilent, China)

e Seringa

e Vidrarias comuns de laboratorio

3.3 REAGENTES E SOLVENTES

e Acetato de sodio P.A. (Exodo cientifica, Brasil)
e Acetonitrila grau HPLC (Macron, EUA)

e Acido cloridrico P.A. (Synth, Brasil)

e Acido formico (J.T.Baker, Brasil)

e Agua Purificada em sistema Milli-Q ELIX

e Bondesil - C18, 40 um (Varian)

e Cloreto de sodio P.A. (Exodo cientifica,Brasil)
e Hidroxido de sodio P.A. (Vetec, Brasil)

e Sulfato de magnésio anidro (Sharlau, Brasil)

3.4 AGROTOXICOS SELECIONADOS PARA ESTUDO

Neste estudo devido as caracteristicas peculiares dos agrotéxicos do grupo
das imidazolinonas, incluindo Imazapique e Imazetapir, foi necessario o
desenvolvimento de dois métodos, sendo um em especifico pare este grupo, e outro

incluindo os demais agrotoxicos. Na tabela 2 encontram-se alguns dados como
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classe, grupo quimico, pureza do reagente utilizado e seu respectivo fabricante.

Tabela 2 - Agrotéxicos estudados com suas respectivas férmulas moleculares, classes, grupos

quimicos, fabricantes e pureza dos materiais de referéncia utilizados

o Formula o
Agrotoxico Classe Grupo quimico

molecular

Acetocloro C14H20CINO2 Herbicida Cloroacetanilida

Atrazina CsH14CINs Herbicida Triazina
Diurom C9oH10CI2N20 Herbicida Uréia
Dicamba CsHsCIO3 Herbicida  Acido benzoico

Imazapique C14H17N303 Herbicida Imidazolinona
Imazetapir C15H19N303 Herbicida Imidazolinona
Metidationa  CeH11N204PS3 Inseticida Organofosforado

Acido

2,4-D CsHeClO3 Herbicida o .
ariloxialcanoico

Fabricante

Dr. Ehrenstorfer
Dr. Ehrenstorfer
Dr. Ehrenstorfer
Accu Standard
Dr. Ehrenstorfer
Sigma Aldrich

Dr. Ehrenstorfer

Dr. Ehrenstorfer

Pureza
(%)
98,5
99
98
98
98,5
99,92
96

98

3.5 PREPARO DE SOLUCOES ANALITICAS

3.5.1 Preparo da solucéo estoque

As solucdes estoques dos padrbes de materiais de referéncias foram

preparadas individualmente na concentragdo de 1000 mg L. Separadamente cada

padrdo dos agrotoxicos em estudo foi pesado diretamente em um frasco de vidro e

em seguida dissolvido em solvente organico adequado com o auxilio de um

pipetador automatico em volume exato previamente calculado. Apos fechou-se o

frasco e este foi agitado em vortex e em seguida levado para banho de ultrassom a

fim de solubilizar todo o material soélido. Estas solugbes foram devidamente

identificadas e armazenadas em congelador com temperatura controlada por

termdémetro a < -18 °C.
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3.5.2 Preparo de soluc¢des analiticas de trabalho

As solucdes analiticas de trabalho, na concentragdo de 10 mg L* foram
preparadas a partir das solucdes estoque, para cada um dos agrotoxicos em estudo.
Para isso, em baldo volumétrico certificado de 10 mL adicionou-se aproximadamente
metade do volume de acetonitrila, e com o auxilio de um pipetador automatico,
foram transferidos 100 pL da solucdo estoque. Apds aferiu-se 0 menisco com
acetonitrila e a solucdo foi homogeneizada em vortex, transferida para frasco de
vidro e armazenada em congelador com temperatura controlada por termémetro

calibrado a £-18 °C.

3.5.3 Preparo de solugcdo mistura

Uma solucdo mistura contendo todos os agrotoxicos foi preparada na
concentracdo de 1 mg L utilizando como solvente acetonitrila. Para isto, foi
preparado um volume de 50 mL desta solucdo, onde inicialmente se colocou
aproximadamente metade do volume de acetonitrila e em seguida se adicionou 50
pL de cada solucdo estoque dos agrotoxicos em questdo, com o auxilio de um
pipetador semiautomatico calibrado. Em seguida o volume do baldo foi completado
com solvente e agitado vigorosamente. ApoOs esta solucdo foi armazenada em
frascos apropriados e armazenada em congelador com temperatura < -18 °C,

controlada por termémetro calibrado.

3.6 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Os métodos cromatograficos foram divididos em dois, um que compreende 0s
agrotoxicos que possuem ionizacdo no modo positivo e outro no modo negativo. 1sso
foi necessario devido a dificuldade inicial de determinacdo destes em um mesmo
método, pois decorridos alguns testes, como o preparo de novas solucdes, verificou-
se da necessidade de um tempo maior de estabilizacdo do equipamento entre cada
corrida cromatogréfica para os agrotoxicos com modo de ionizagdo negativo, no

caso 0 2,4-D e o Dicamba.



3.6.1 Condi¢bes cromatogréaficas para agrotéxicos do modo de ionizagao

positivo

e Condigbes LC-MS/MS

Volume de injec&o: 2 uL
Fase movel A: Acetonitrila 0,1% &acido férmico

Fase mével A: solucdo de &cido formico 0,1% em acetonitrila
Fase mével B: solucdo aquosa de &cido férmico 0,1%

Vazdao fase movel: 0,3 mL/min
Gradiente fase movel:

0 min 10% A — 90%B

3,5 min 100% A

6 min 100% A

e Parémetros da fonte
Temperatura do gas: 300 °C
Vazédo do gas: 7.0 L/min
Nebulizer: 15 psi
Temperatura sheath gas: 250 °C

Vazao sheath gas: 11 L/min
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Tabela 3 - Dados dos agrotéxicos que ionizam no modo positivo referentes a espectrometria de
massas — LC-MS/MS

Tempo
Agrotéxico de Precursor ~ Produto o Produto Modo de
reter_u;éo (m/z) MS1(m/z) V) MS2(m/z) lonizacao
(min)
Acetocloro 52 270,1 2242 9 148,1 17 Positivo
Atrazina 4.4 216,1 174,1 17 67,9 40 Positivo
Diurom 4,47 233,0 160,1 29 72,0 21 Positivo
Imazapique 3,4 276,1 231,1 21 162,9 29 Positivo
Imazetapir 3,8 290,0 245,0 25 159,0 17 Positivo
Metidationa 4.8 303,0 1449 5 84,9 17 Positivo

3.6.2 Condicbes cromatograficas para agrotéxicos do modo de ionizacao

negativo

e Condi¢cdes LC-MS/MS
Volume de injecdo: 5 uL
Fase moével A: solucdo de acido formico 0,1% em acetonitrila
Fase moével B: solugcdo aquosa de acido formico 0,1%
Vazéo fase movel: 0,3 mL/min
Gradiente fase movel:
0 min 10% A — 90%B
3 min 100% A
4 min 100% A

5 min 10% A - 90% B
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Post run: 3 min

e Parametros da fonte
Temperatura do gas: 300 °C
Vazao do gas: 7.0 L/min
Nebulizer: 15 psi
Temperatura sheath gas: 250 °C

Vazao sheath gas: 11 L/min

Tabela 4 - Dados dos agrotéxicos que ionizam no modo negativo referentes a espectrometria de
massas — LC-MS/MS

Precursor Produto Tempo de CE Modo de

Agrotéxico (m/z) MS1 (m/z) retencdo(min) (V) lonizacgao

2,4-D 219 160,7 4.3 - Negativo

Dicamba 219 174,7 3,9 - Negativo

3.7 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

Tendo em vista que os agrotoxicos da classe das imidazolinonas, neste caso
o0 Imazetapir e Imazapique possuem caracteristicas especificas que serdo
detalhadas posteriormente, foi necessario o desenvolvimento e aplicacdo de dois
métodos de extracdo distintos, um apenas para esta classe de compostos e um

método multirresidual para os demais agrotéxicos em estudo.
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3.7.1 Procedimento de extrac&o agrotoxicos da classe das imidazolinonas

Os herbicidas pertencentes a classe das imidazolinonas foram desenvolvidos
entre na década de 1980 e 1990 e séo utilizados no controle de diferentes espécies
de plantas daninhas. Estes séo absorvidos através das folhas e raizes das plantas e
deslocados pelo floema e xilema a por fim sdo acumulados nos pontos de
crescimento (KRAEMER et al., 2009) (SHANER; HORNFORD, 2005).

Apos aplicacdo dos agrotoxicos o solo acaba sendo o destino final destes,
seja por contato direto, escorrimento das folhas ou ainda quando a planta morre,
esta € incorporada ao solo. Ao entrarem em contato com o mesmo, pode passar por
diversos processos fisico-quimicos que irdo regular o destino no meio ambiente.
Entre o0s processos pode haver a retencdo, lixiviacdo, fotodegradacao,
decomposicéo entre outros (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011).

As imidazolinonas séo persistentes no solo podendo ocasionar danos para as
proximas culturas devido a seus residuos. Estes dependem grandemente das
caracteristicas do solo, do manejo do solo bem como dos processos fisico-quimicos
gue ocorrem (KRAEMER et al., 2009).

Dentre as diversas caracteristicas e fatores, os que mais influenciam na
dindmica destes € o pH da solucdo do solo e o teor de matéria organica. Visto que
as imidazolinonas apresentam carater anfotero, ou seja, podem apresentar carater
acido ou basico dependendo do pH em que se encontram. Isto se deve pelo fato
dessa classe possuir grupos ionizaveis em sua estrutura, onde de acordo com o pH
onde se encontram, podem estar na forma ionizada, quando o valor do pH for
superior a seu pKa, ou entdo na forma molecular quando o pH for menor que o seu
valor de pKa. Além de ainda possuirem mdltiplos valores de pKa’s como observado
nas figuras 17 e 18 (CHRISTOFFOLETI et al., 2008).

Sendo assim, quando o solo se apresenta em pH neutro ou alto, predomina a
forma anibnica, estando fracamente ligado ao solo ou ainda repelido pelas cargas
negativas dos coléides do solo, logo possui baixa adsor¢cdo. Quando o pH do solo é
baixo, predominam as formas neutras e catidnicas, estando assim mais adsorvidos
no solo (SHANER; HORNFORD, 2005).
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Figura 17 - Equilibrio idnico Imazapique
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Figura 18 - Equilibrio ibnico Imazetapir
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Logo esta relacao entre pH e pKa dessa classe de herbicidas dificulta a etapa
de extracdo de matrizes complexas como solo, e no caso em estudo a biomistura

presente nas camas bioldgicas, uma vez que ha predominancia de pH acido nestes
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ambientes. Geralmente a extracdo destes compostos é descrita na literatura de
diferentes maneiras, como por exemplo, extracédo de fluido super critico usando COz2,
extracdo em fase soélida (SPE), utilizando colunas de solo, entre outros. Existem
ainda diversos artigos demonstrando o uso do método de QUEChERS modificado,
empregando etapas adicionais de ajuste de pH e extracdo com solugcao alcalina
(KEMMERICH et al., 2015).

Além do mais, métodos de extracdo de imidazolinonas, mais especificamente
na matriz solo, sdo dificultados pelo fato da co-extragcdo de muitas substancias
interferentes bem como dos baixos limites de detec¢édo necessarios (RAMEZANI et
al., 2009).

A partir do método QUEChERS, houveram diversas modificacdes deste para
que fosse possivel a extragdo de imidazolinonas, que incluiam principalmente
adaptacdes quanto a solvente de extracdo, sorventes para clean-up bem como
tempo necessario para que, nos testes de recuperacdo, o analito pudesse interagir
eficientemente com a matriz (DA COSTA MARINHO et al., 2019).

Um dos métodos tomados como base para o estudo foi o desenvolvido por
(DA COSTA MARINHO et al., 2019) onde foi utilizado 5,0 g de amostra de solo, e
para os testes de recuperacdo a amostra foi fortificada com solugdo contendo os
agrotoxicos, homogeneizado por um minuto. Apés, foi aguardado o solvente
evaporar e entdo os tubos foram armazenados em ambiente escuro e mantidos a
4°C por 24h para que houvesse a sorcéo dos herbicidas no solo. Apos foi adicionado
20 mL de uma solucdo saturada de hidroxido de calcio (Ca(OH)2) com pH 12 e
agitado por um minuto e em seguida acrescentou-se 10 mL de acetonitrila e agitou-
se novamente. Para a etapa de particionamento foram adicionados 4 g de sulfato de
magnésio (MgSOa4) e 3 g de cloreto de sodio (NaCl). O pH foi ajustado para 3 com a
adicdo de 390puL de &cido cloridrico (HCI) na concentragdo de 6 mol L'1. Em seguida
este foi centrifugado por 10 minutos a 3200 rpm. Entdo para a etapa de clean-up, 2
mL do extrato foram transferidos para tubo contendo 250 mg de MgSO4 anidro
agitado e centrifugado. Este extrato foi evaporado e redissolvido em agua ultrapura,
em seguida filtrado em cartucho Strata C18-E, que foi previamente condicionado e

seguiu para analise em LC-MS/MS.

(RAMEZANI et al., 2009) desenvolveram um método de extracdo e clean-up

para alguns agrotéxicos do grupo das imidazolinonas em solo. Durante o
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desenvolvimento do método, foram testados diferentes solventes de extracéo, como
cloreto de potéassio (KCI) 0,1 mol L%, hidréxido de sédio (NaOH) 0,01 mol L e 0,5M
mol L* e ainda 0,5 mol L't NaOH:MeOH (80:20) bem como diferentes cartuchos de
SPE, sendo eles PPL, NH2 + PPL e C18 + SCX. O método consistia em pesar 10 g
de solo onde apés fortificacdo e homogeneizacdo, as amostras eram mantidas a 4°C
pelo periodo de uma semana antes da extracdo. Como solvente de extracdo foram
utilizados 40mL de NaOH 0,5 mol L' seguido de agitacdo por uma hora e posterior
centrifugacdo por 10 minutos a 5860rpm. Apds o sobrenadante foi acidificado até
atingir pH 2 com HCI e seguiu para clean-up com o cartucho SPE C18 + SCX, sendo
gue estas foram as melhores condi¢cdes, que demonstraram os melhores resultados
dos testes realizados. E em seguida analisado por HPLC-DAD.

Visto todas estas especificidades para os agrotoxicos do grupo das
imidazolinonas, buscou-se otimizar um método que fosse eficaz para essa classe e
ainda para os demais agrotoxicos em estudo. Porém isto ndo foi possivel, visto que
grande parte dos métodos descritos na literatura para extracédo das imidazolinonas &
feita em meio basico e posteriormente ha a etapa de acidificacdo. Sendo assim

foram feitos diferentes testes, como demonstrado na tabela 5.



Tabela 5 - Métodos testados para extracdo dos agrotdxicos em estudo
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Ensaio

Nivel de
fortificacao

Extracdo

Clean-up

10 g amostra = 20mL acetona > turrax 20 seg., 3800rpm = 10mL isoctano + 10mL
tolueno = turrax 20 seg., 3800rpm —> centrifugac¢do 5 min, 3300 rpm > Filtragcdo

1 kg? -
>0 ug ke de 2mL extrato em PTFE 0,2 um - evaporag¢do 1mL em concentrador
—resuspensdo em 1 mL de ACN:H20 (1:1)
5 50ugkgte 10 g amostra = 10 mL agua Milli-Q = 10 mL acetonitrila 1% acido acético = Filtracdo filtro PTFE 0,2 um - dilui¢do 1:1 em
200 ug kg | agitacdo por 1 min = 4g MgS04 + 1g AcNa > centrifugacdo 3 minutos a 4000 rpm ACN:H20
3 50ugkgte 10 g amostra = 10 mL agua Milli-Q = 10 mL acetonitrila 1% acido acético = Filtracdo filtro PTFE 0,2 um > dilui¢do 1:1 em
200 ug kg agitacdo por 1 min = 4g MgS04 - centrifugacdo 3 minutos a 3500 rpm ACN:H20
50 ug kg e 5g amostra. -2 30mLde s.olventNe extrat_or (acetona/H20/°H3PO4)(98:1:1)~9 Filtracio filtro PTFE 0,2 m = diluicio 1:1 em
4 200 ug ket ultraturrax 1 minuto > centrifugagdo 10 min, 3800 rpm a 20°C > evaporagdo 2mL ACN:H20
gXe em concentrador = resuspensdo em 2 mL de ACN:H20 (1:1) )
5 100 ug kel 5g amostra = 10mL acetonitrila = 1 min vértex - ultrassom 30 min 2> Filtragdo em PTFE 0,2 um > dilui¢do 1:1 extrato +
EXe centrifugacdo por 10 min, 3800rpm ACN:H20(1:1)
6 50 ug kg e | 10g amostra = 10 mL H20 = 30 seg. vértex = 10mL ACN 1% Ac. Acético = 1 min Filtragdo em PTFE 0,2 um > dilui¢do 1:1 extrato +
200 ug kg vortex = 4g MgS04 + 1gAcNa = vortex 1 min = centrifugacgdo 3 min, 3500 rpm ACN:H20 ambos 1% Ac. Férmico (1:1)
) [soumtare | aoenens 3 S0 s o i e 3 20 | vassoan v 02.m 3 o 1 xvt
200 ug kg? Ny & Mg ACN:H20 ambos 1% Ac. Férmico (1:1)

centrifugacdo 2 min, 5000 rpm = evaporacdo de 2 mL do extrato = resuspensio
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em 2mL ACN:H20 ambos 1% Ac. Férmico (1:1)

5 g amostra = 20mL solucdo saturada de KOH (pH 13,08) = vortex por 1 min. 2>

Trasferir 2 mL sobrenadanete para tubo contendo

8 50 ug kgt e | 10 mL acetonitrila = vortex 1 min = 4g MgS04 + 3g NaCl = vortex 1 min = adicdo zeingrxgzc;:rlzzo 21TgeCrifl;:sgr?séinrtgf;g:sg;z’
1 -1 . . ~ . ’
200 ug kg de 390 pL HCI 6 mol L, para ajuste derp:3 - centrifugagdo por 10 min a 4000 volume com ACN:H20, filtracio em filtro PTFE 0,2 pm
P - diluigdo 1:1 em ACN:H20
tranferir 2 mL para tubo contendo 125 mg de PSA,
9 50ugkg'e | 5gamostra 210 mL acetato de aménio 0,5 mol L (pH 6,84) 2> vortex 1 min + 15 apos centrifugacao, filtragdo com PTFE 0,2 um.
200 ug kg™ seg turrax = centrifugacdo 5 min 4000 rpm Adicdo de HCI 6M até pH 3 2> dilucdo 1:1 em
ACN:H20
Trasferir 2 mL sobrenadanete para tubo contendo
50 ue kel e 5g amostra =20 mL solu¢do de NH40H 1 mol L'*->vortex 1 min =10 mL ACN 250mg MgS04 + 200mg C18, apods centrifugacdo,
10 200% i 4 | ®?mesa agitadora 30 min >4g MgS04 + 3g NaCl > vortex 1 min >adi¢do de 800uL evaporagdo de 1,2 mL e resuspensdo no mesmo
EXe de HCI 6M(pH 3) = centrifugacdo por 10 min a 3200rpm volume com ACN:H20 —>filtracdo em filtro PTFE 0,2
um - diluicdo 1:1 em ACN:H20
Trasferir 2 mL sobrenadanete para tubo contendo
50 ue kel e 5 g amostra =20mL solu¢do de NaOH 0,5 mol L' (pH 13) = vortex por 1 min. = 250mg MgS04 + 200mg C18, apds centrifugacao,
11 ZOOi i 4 | 10 mL acetonitrila = vortex 1 min - 4g MgS04 + 3g NaCl - vortex 1 min 2 adigdo avaporagao de 1,2 mL e resuspensdo no mesmo
EXe de 390 pL HCI 6M, para ajuste de pH 3 = centrifugac¢do por 10 min a 4000 rpm volume com ACN:H20 —>filtracdo em filtro PTFE 0,2
um > diluicdo 1:1 em ACN:H20
5 g amostra = 20mL solu¢do de NaOH 0,5 mol L (pH 13) = vortex por 1 min. = Tzrggl;e]rlrl\j n;gjibzrggridagige :agi zz:;;‘:nzegio
12 50,100 e 10 mL acetonitrila = vortex 1 min = 4g MgS04 + 3g NaCl - vortex 1 min 2> ova ogra go de 12 nge reSLljs penséo o mgesgmo,
200 ug kg | adicdo de 1,105mL HCl concentrado, para ajuste de pH 3 = adi¢do de 1mL tamp3o porag ’ P

(Ac. Férmico/ Formiato de aménio) = centrifugacdo por 10 min a 4000 rpm

volume com ACN:H20 - filtragdo em filtro PTFE 0,2
um -2 diluicdo 1:1 em ACN:H20
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Depois de realizados os testes, constatou-se que ndo seria possivel a
execucao de um unico método para todos os compostos, sendo que 0 ensaio 12 da
tabela 5 foi o0 selecionado para os agrotdxicos do grupo das imidazolinonas, neste
caso o0 Imazapique e Imazetapir, e 0 ensaio 2 para 0os demais agrotoxicos em
estudo. A escolha se deu pelo fato de apresentarem os melhores resultados nos
testes de recuperacao.

Depois de definidko o melhor teste, o proximo passo foi a otimizagao.
Inicialmente os testes se basearam em se realmente era necessario o tempo de 24h
ou mais, como citado em artigos ja descritos anteriormente, para que 0S compostos
interagissem com a matriz. Para isso, fortificaram-se trés amostras “branco”, ou seja,
livre dos compostos de interesse, na concentracédo de 100 pg kg agitou-se por um
minuto em vortex e foi deixado na refrigerador pelo periodo de 24h antes da
extragdo. Outras trés amostras “branco” foram fortificadas e agitadas antes de se
iniciar o processo de extracdo. Procedeu-se 0 processo de extragdo como citado na
tabela 5 no ensaio 12 e em seguida injetou-se em LC-MS/MS.

Os resultados deste teste estdo demonstrados na tabela 6, onde pode se
perceber que ndo ha muita diferenca entre os resultados, sendo que a fortificacdo no
dia obteve melhores recuperacfes se comparados a fortificacdo por 24h. Desta

forma, os testes seguintes foram executados utilizando a fortificacdo no dia.

Tabela 6 - Teste imidazolinonas com fortificagdo 24h antes e no dia da extracéo.

Fortificagcdo a 100 pg kg™ (24h) Fortificagdo a 100 pg kg™ (no dia)

Agrotoéxico
Imazapique 76 1 89
Imazetapir 81 2 105 4

Apés, foi realizado um teste a fim de verificar se haveria muita diferenca nos
resultados levando em conta a questdo do pH, onde o utilizado é o pH 3, porém foi
testado o pH 2. Os resultados da recuperacdo % para o pH 2, foram de 115% e
126% para o Imazapique e Imazetapir, respectivamente. Logo, foi mantido o pH 3
usado anteriormente, pois o pH 2, além de apresentar recuperac¢des mais elevadas,
também promoveu uma maior extracdo de coextrativos, deixando o extrato mais

“sujo”.
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Por fim, foi realizada uma avaliagcdo do melhor clean-up a ser utilizado, pois
devido ao pH final ser baixo, isto promove a retirada de muitos coextrativos junto ao
extrato final. Na figura 19 é possivel observar os diferentes tipos de clean-up
utilizados, bem como os resultados referentes ao percentual de recuperacdo obtido
em cada um e para cada composto, onde os melhores resultados foram obtidos
utilizando 250mg de MgSOa4 + 200mg C18.

Figura 19 - Gréfico das recuperacdes % obtidos com os diferentes tipos de clean-up utilizados

120 -

100 ~

B \imazapique

N\

60 A

B! Imazetapir

N\

40 A

N\

20

0
250mg MgS04 + 200 mg PSA  250mg MgS04 + 200 mg C18  250mg MgS04 250mg MgS04 + 200 mg EUBCX2

3.7.2 Procedimento de extracdo método multirresiduo

Os agrotoxicos sdo amplamente utilizados na agricultura a fim de se
conseguir um aumento na producdo, pelo fato de evitar e controlar o ataque de
pragas e doencas, bem como na preservacao e armazenamento de gréos, por
exemplo. Estes podem ser subdivididos em diversas classes seja quanto a sua
toxicidade ou ao organismo alvo. Porém, existe a preocupacgéo quanto aos residuos,
sejam eles no proprio alimento, podendo desencadear doengas ou ainda quando

estes acabam por contaminar solo e aguas (OSHITA; JARDIM, 2015).

Visto o grande numero de agrotoxicos existentes e utilizados mundialmente,

com diferentes classes e caracteristicas, tem-se a necessidade de métodos
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abrangentes, onde seja possivel tanto a extracdo bem como analise destes em
conjunto (FERNANDEZ-ALBA; GARCIA-REYES, 2008). Desta maneira, uma das
etapas fundamentais no desenvolvimento métodos multirresiduais é a escolha do
solvente utilizado na extragdo. Para que um solvente seja considerado ideal, este
deve ser compativel tanto com os analitos, com o preparo da amostra bem como
com o modo de anélise, neste caso a cromatografia (MASTOVSKA; LEHOTAY,
2004).

Um exemplo de método multirresidual, que cobre uma ampla gama de
agrotoéxicos, desde polares até os apolares, em diversos tipos de matrizes, é o
QUEChERS, assim denominado devido a sua sigla, do inglés
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe. Este método envolve uma extracao
inicial em fase Unica com acetonitrila seguida por uma etapa de particionamento com
sulfato de magnésio e cloreto de sddio. Uma etapa posterior de remocéao de agua e
limpeza é realizada simultaneamente, utilizando sulfato de magnésio (MgSOa4) e
amina primaria secundaria (PSA), esta etapa também pode ser denominada de
extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE) (ANASTASSIADES et al., 2003).

Apés a ascensdo do metodo de extracdo original, algumas modificacbes
foram realizadas a fim de melhorar as recuperacbes de agrotoxicos sensiveis a
mudancas de pH, desenvolvendo assim o método QUEChERS tamponado. Desta
forma, as diferencas para o método original foram: o solvente de extracdo utilizado
gue ao invés de apenas acetonitrila, esta passou a ser acidificada com 1% acido
acético, cloreto de sédio (NaCl) foi substituido por acetato de sodio (AcNa) e por fim
a quantidade de amostra foi alterada para 15 gramas (LEHOTAY; MASTOVSKA;
LIGHTFIELD, 2005).

Desenvolvido inicialmente para extracdo de agrotoxicos em frutas e vegetais
com alto teor de agua, o método QUEChERS atualmente é utilizado para diferentes
matrizes, como por exemplo em solo. Este que apesar de ser uma matriz complexa,
sendo a extracdo uma das etapas criticas da analise, devido as caracteristicas fisco-
guimicas de cada tipo de solo, vem demonstrando bons resultados com o método
citado, seja ele original ou com modificacBes. As principais modificacdes do método
original incluem a hidratacdo e tamanho da amostra, bem como solvente de extragao
e 0 volume destes, quantidades dos sais e diferentes adsorventes d-SPE
(PSZCZOLINSKA; MICHEL, 2016)(VERA et al., 2013).
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A etapa de hidratacdo para amostras secas, como 0 solo, é essencial para o
enfraguecimento das interagdes do analito com a matriz, e ainda permitindo que os
porros da amostra de tornem mais acessiveis, facilitando a extracdo (VERA et al.,
2013).

Desta forma, o método que apresentou os melhores resultados para 0s
seguintes agrotoxicos: 2,4-D, Acetoclor, Atrazina, Dicamba, Diurom, Metidationa, foi
0 QUEChERS tamponado, onde o procedimento estad descrito na tabela 5, como

“ensaio 2.

3.8 VALIDACAO DE METODO INDIVIDUAL — IMIDAZOLINONAS

3.8.1 Curva analitica e Linearidade

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada através da resposta do sinal
dos analitos presentes em solu¢cdes analiticas em sete concentracfes, 2,5; 5; 12,5;
25; 50; 100; 250 ug L, preparadas tanto em solvente organico (Acetonitrila), quanto
no extrato “branco” da matriz, neste caso a biomistura. Essas solu¢cdes foram
injetadas em condicOes de repetibilidade, sete vezes cada ponto, incluindo ainda o
“branco” matriz e “branco” solvente.

A partir da area de cada pico cromatografico, em cada uma das
concentracgdes, foi calculada a area média das sete replicatas. Apds, foi calculado o
coeficiente de determinacdo (r?), bem como os residuos das curvas analiticas,

preparadas em extrato “branco” da matriz.
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3.8.2 Exatidao

Os estudos de fortificagdo e recuperacdo foram realizados a partir da
fortificacdo de amostras da biomistura “branco” com solugdo analitica contendo os
analitos de interesse nas concentracdes 20; 50 e 100 ug kg, adicionando-se 100,
250 e 500 pL respectivamente da solucdo 1 mg L. Apds seguiu-se a extracdo
detalhada na figura 20.

Figura 20 - Fluxograma do procedimento de extracdo de agrotoxicos do método das Imidazolinonas.

| 5 g biomistura |
l

| 20 mL solugdo NaOH 0.5M (pH 13) ]
|Vortex 1 min

| 10 mL ACN l
| Vortex 1 min

I 4 g MgS04 e 3 g NaCl ]
] Vortex 1 min

Ajuste para pH 3 com adi¢ao de HCl concentrado

|

Adicdo delml tampdo (Acido Férmico/Formiato de Aménio)

|Vortex 30 seg

Centrifugacao 4000 rpm por 10 min ]

Transferéncia de 2 mL para tubo contendo
250 mg MgS04 + 200 mg C18

Centrifugacao 3200 rpm por 10 min l

|

Evaporagao 1.2 mL e ressuspensao para com o mesmo volume de
ACN:H20 (1:1)

| Filtracdo com filtro de seringa PTFE 0.2 um ]

l

| Dilui¢do 500:500 (ul) (ACN:H20) I
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3.8.3 Preciséo e Preciséo Intermediéria

A precisdo em termos de repetitividade, ou seja, a concordancia entre 0s
resultados obtidos nas mesmas condi¢des foi avaliada pela injecdo de sete vezes
cada nivel das fortificacdes.

A precisédo intermediaria, avaliada a partir do grau de concordancia entre
resultados obtidos nos ensaios de fortificacdo/recuperagcéo, conforme descrito no
item 2.6.5, em condigOes diferentes, neste caso alternando o dia bem como analista.

3.9 VALIDACAO DO METODO MULTIRRESIDUAL

3.9.1 Curva analitica e Linearidade

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada através da resposta do sinal
dos analitos presentes em sete concentracdes, 2; 5; 25; 50; 100; 200 e 500 g L1,
preparadas tanto em solvente organico (Acetonitrila), quanto no extrato “branco” da
matriz, neste caso a biomistura. Essas solucdes foram injetadas em condi¢des de
repetibilidade, sete vezes cada ponto, incluindo ainda o “branco” matriz e “branco”
solvente.

A partir da area de cada pico cromatografico, em cada uma das
concentracgdes, foi calculada a area média das sete replicatas. Apds, foi calculado o
coeficiente de determinacdo (r?), bem como os residuos das curvas analiticas,

preparadas em extrato “branco” da matriz.

3.9.2 Exatidao

Os estudos de fortificacdo e recuperacdo foram realizados a partir da
fortificacdo de amostras da biomistura “branco” com solugao analitica contendo os
analitos de interesse nas concentracdes 20; 50; 100 e 150 ug kg?, adicionando-se
100, 250, 500 e 750 pL respectivamente da solucdo 1 mg L e realizada a extracédo

conforme o procedimento descrito na figura 21.
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Figura 21 - Fluxograma do procedimento de extrac@o de agrotéxicos do método das Multirresidual.

5 g biomistura

10 mL H20

Vortex 30 seg

10 mL ACN 1% Acido acético

Vortexi 30 seg

4 g MgS04 + 1 g AcNa

Mesa agitadora 1 min

Centrifugac¢ao por 3 min a 4000 rpm

Filtragao com filtro de seringa PTFE 0.2 pm

Dilui¢o 500:500 (pl) (ACN:H20)

3.9.3 Precisao e Precisao Intermediaria

A precisdo em termos de repetitividade, ou seja, a concordancia entre 0s
resultados obtidos nas mesmas condi¢des foi avaliada pela injecdo de sete vezes
cada nivel das fortificacoes.

A precisdo intermediaria, avaliada a partir do grau de concordancia entre
resultados obtidos nos ensaios de fortificacdo/recuperacdo, conforme descrito no

item 2.6.5, em condicBes diferentes, neste caso alternando o dia e o analista.

3.10 AMOSTRAS

As camas biolégicas utilizadas para a avaliagdo da eficacia de degradacdo
dos agrotoxicos em estudo foram preparadas na Estacdo Experimental Uva e Vinho

de Vacaria-RS. Do total de quatro reatores, trés deles foram contaminadas com os
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agrotéxicos em estudo os quais foram possivel a obtencdo comercial destes e um
destes serviu de “branco”.

Para o preparo da biomistura usada em todos os reatores, foram utilizadas
duas partes de palha de trigo triturada, em um tamanho médio de 2 cm, uma parte
de solo agricola obtido de um pomar de macds, do qual foi retirado 10 cm da
camada superficial e uma parte de turfa comercial. Esses componentes foram
misturados diretamente dentro dos reatores buscando evitar a formacao de camadas
heterogéneas.

As doses aplicadas de cada um dos agrotoxicos estdo descritos na tabela 7.

ApGs a contaminacao, foram realizadas coletas ap0s diferentes periodos.

Tabela 7 - Agrotéxicos descartados nas camas biologicas, suas respectivas concentracées dos
produtos formulados e o volume utilizado de cada um.

Volume do Volume de

Nome do Concentracédo do roduto aguaem que o

Agrotéxico produt_o produto fc?rmulado produto _

comercial formulado (g/L) utilizado (mL) fo(;rru:jad? 1;0|

iluido (L

2,4-D 2,4 - D Nortox 670 100 10
Atrazina Siptran 500 250 10
Dicamba Atectra 480 10 1
Diurom Stone 350 40 10
Imazetapir Vezir 106 50 10
Metidationa Suprathion 400 10 10

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VALIDACAO DO METODO INDIVIDUAL — IMIDAZOLINONAS

Apés definidas as melhores condicbes do método cromatografico para a
separacédo e quantificagdo do Imazetapir e Imazapique, que sdo os dois agrotoxicos
da classe das imidazolinonas em estudo, realizou-se a validagdo do método analitico

conforme os parametros a seguir.
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4.1.1 Curva analitica e Linearidade

As equacbes das curvas analiticas em extrato “branco” de matriz e em
solvente (acetonitrila), o coeficiente de determinagéo e o intervalo linear para cada
pesticida encontram-se na tabela 8.

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada a partir de injecbes de
solucBes analiticas preparadas em solvente organico, neste caso a acetonitrila, e em
extrato “branco” da matriz, no caso a biomistura, nas concentracdes de 2,5; 5; 12,5;
25; 50; 100 e 250 pg L. Sendo que cada solucéo foi analisada sete vezes e por fim

foi feito a média entre as areas para cada ponto, de cada solucao.

Tabela 8 - Parametros das curvas analiticas obtidos para os agrotoxicos analisados por HPLC-
MS/MS a partir das solugées 2,5; 5; 12,5; 25, 50, 100, 250 pg L

Aerf Curva em extrato Curvaem q q
Agrotoxico " 5 . Faixa Linear
branco" de matriz solvente
Imazapique y= 609x — 573,7 0,997 y=1265,9x-1437 0,995 12,5 -1.250 pg kgt
Imazetapir y=372,9x - 259,3 0,997 y= 2%59';”‘ T 0999 12,5-1.250 pg kg

7

A partir da tabela 8, é possivel observar que ambos o0s agrotéxicos
apresentam coeficiente de determinacdo maior que 0,990. Para se confirmar a faixa
linear de cada um dos agrotoxicos, foram analisados os residuos das curvas
analiticas preparadas em extrato “branco” de matriz, onde foram consideradas as
concentracfes na qual os desvios estavam dentro do limite considerado por DG-
SANTE (2019), de + 20%.
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4.1.2 Efeito Matriz

O efeito matriz promove um aumento ou supressao da resposta do detector
na presenca de um analito no extrato da matriz comparado a este em solvente
organico.

Comparando-se os sete pontos das curvas analiticas preparadas tanto em
extrato “branco” da matriz como em solvente organico, pode se perceber que existe
uma diferenca na inclinacdo das retas das curvas analiticas, devido ao efeito matriz,
como pode ser visto na figura 22 para imazapique, sendo que o Imazetapir teve 0

mesmo comportamento.

Figura 22 - Comparacgédo entre curvas analiticas obtidas a partir de solucdo analitica de Imazapique
preparadas em solvente (Acetonitrila) e em extrato "branco" da matriz
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Os valores do efeito matriz calculado a partir dos coeficientes angulares,
como demonstrado na equacdo em 2.6.6, mostram que para 0 Imazapique e
Imazetapir o efeito matriz foi de 129% e 73% respectivamente. Estes altos valores
de efeito matriz se devem pelo fato de a biomistura ser considerada uma matriz
complexa, visto a diversidade de materiais que nela se encontram, bem como o
método de extracdo utilizado para a classe das imidazolinonas, onde existe uma
grande variacao de pH, ocasionando assim a extra¢do conjunta de um elevado teor

de coextrativos.
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4.1.3 Limites de deteccao e quantificagéo

O limite de detecc¢éo (LD) do método para ambos os herbicidas foi de 12,5 ug
kg, sendo este considerado a partir da curva da linearidade, como a concentracédo
mais baixa injetada.

O limite de quantificacdo (LQ) do método é estabelecido a partir dos ensaios
de fortificag@o/recuperacdo, como o nivel mais baixo de fortificacdo que atende aos
critérios de recuperacao entre 70 e 120% e precisdo RSD <20% aceitaveis. Assim,
0 LQ para o método em estudo foi de 20 pg kg™.

N&o foi encontrado método especifico na literatura, a fim de comparacao,
para a matriz em questdo (biomistura), visto que € um sistema recente e que
demanda estudos referentes a eficacia dos biobeds para diferentes classes de
agrotoxicos. Assim, buscou-se comparar os limites obtidos com um estudo ja
existente, porém realizado para a matriz solo, onde foi desenvolvido um método para
a determinacdo do tempo de meia-vida destes herbicidas, onde para imazetapir e
imazapique os LD foram de 2,2 e 2,0 ug kg! e LQ de 6,6 e 6,1 pg kgt
respectivamente (DA COSTA MARINHO et al., 2019).

Em outro trabalho, onde estes pesticidas também foram determinados em
solo, os LD e LQ foram de 1,5 e 5,0 ug kg' respectivamente, para ambos o0s
herbicidas (KEMMERICH et al., 2015). Os valores dos limites, tanto de deteccdo
guanto de quantificacdo citados, foram abaixo dos encontrados neste estudo e se
devem ao fato de que apesar do solo ser uma matriz complexa, hao é tanto quanto a
biomistura de biobed, que além de solo, inclui ainda principalmente palha e turfa, o

gue dificulta ainda mais a extracdo dos agrotéxicos.

4.1.4 Exatidao

Os valores de recuperacdo média com os respectivos RSD% estédo descritos
na tabela 9. Estes valores foram obtidos a partir do estudo de
fortificacdo/recuperacdo realizado em 7 replicatas (n=7) para cada nivel de
concentragdo, onde foram calculados os valores recuperados frente ao valor da

respectiva fortificagéo.
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Tabela 9 - Valores médios (n=7) de recuperagéo e RSD%, nos estudos de fortificagédo/recuperacao
em trés diferentes niveis de fortificacdo, sendo 20, 50 e 100 pg kg

Nivel de fortificacdo Nivel de fortificacdo Nivel de fortificacao

. 20 ug kg* 50 pg kg 100 pg kg™
Agrotéxico Mg Kg Mg Kg Mg Kg
Recuperacéao o. REcuperagao o. REcuperacdo 0
meédia % pe R meédia % Rehe meédia % R
Imazapique 79 6 71 3 70 4
Imazetapir 82 7 73 8 71 7

Os resultados obtidos no estudo de fortificacdo/recuperacdo estdo todos
dentro dos limites aceitaveis, que segundo o DG-SANTE 2019, onde a recuperacao
deve de estar entre 70 — 120% e o RSD < 20%, logo sao considerados satisfatérios.
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4.1.5 Preciséo e Precisao Intermediaria

Para o estudo da precisdo e precisdo intermediaria, 0 mesmo procedimento foi realizado pela primeira vez por um analista
A, e em um diferente dia por uma diferente pessoa, esta denominada de analista B, 0 mesmo procedimento fora realizado a fim de
se garantir a eficiéncia do método. Os resultados de recuperacdo média e RSD% encontrados para cada analista encontram-se na
tabela 10.

Estes demonstram ser satisfatorios, visto que atendem aos critérios do DG-SANTE 2019, ja citados anteriormente no item
4.1.4.

Tabela 10 - Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, nos estudos de fortificagdo/recuperacdo em trés diferentes niveis de fortificagdo, com dois
diferentes analistas, para os niveis de concentracéo 20, 50 e 100 ug kg*

Nivel de fortificacdo 20 pg kg™ Nivel de fortificacdo 50 pg kg™ Nivel de fortificacdo 100 pug kg™

Agrotoxico
Analista A Analista B Analista A Analista B Analista A Analista B
Recuperacgéo o | Recuperagéo o. | Recuperacao o | Recuperacao o | Recuperacao o | Recuperacao o
média % R média % R média % R média % R média % KDY média % R
Imazapique 79 6 72 9 71 3 70 11 70 4 70 5
Imazetapir 82 7 74 7 73 8 77 6 71 7 70 8
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4.2 VALIDACAO METODO MULTIRRESIDUAL

O método multirresidual compreende seis agrotoxicos, o 2,4-D,
Acetocloro Atrazina, Dicamba, Diurom e Metidationa. Apesar de o método de
extracdo ser igual para estes, o método cromatografico se difere, principalmente
pelo fato de o 2,4-D e o Dicamba serem compostos com o0 modo de ionizagao

negativo.

4.2.1 Curva analitica e Linearidade

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada a partir de injecbes de
solucdes analiticas preparadas em solvente organico, neste caso a acetonitrila, e em
extrato “branco” da matriz, no caso a biomistura, nas concentragdes de 2; 5; 25; 50;
100; 200 e 500 ug L. Sendo que cada solucéo foi analisada sete vezes e por fim foi
feito a média entre as areas para cada ponto, de cada solucéo.

As equacbes das curvas analiticas em extrato “branco” de matriz e em
solvente organico (acetonitrila), o coeficiente de determinacdo e o intervalo linear
para cada pesticida encontram-se na tabela 11.

Tabela 11 - ParAmetros das curvas analiticas obtidos para os agrotoxicos analisados por HPLC-
MS/MS a partir das solugdes 2; 5; 25; 50; 100; 200 e 500 pug L*

Curva em extrato

Agrotéxico "branco" de matriz Curva em solvente Faixa Linear
24-D y=183,3x — 687,0 0,999 y= 238,6x — 636,1 0,999 20 - 400 pg kg
Acetocloro y=44,72x + 81,31 0,999 y=44,63x + 62,56 0,999 20 - 800 pg kg
Atrazina y=1194,5x + 4397,4 0,998 y=1301,4x+7998,8 0,998 20 - 800 pg kg
Dicamba y=140,1x + 121,8 0,999 y=177,6x + 77,01 0,999 20 — 2.000 pg kg?
Diurom y=147,6x + 513,9 0,999 y=152,8x + 604,0 0,999 8 - 800 ug kg?
Metidationa y=11,15x + 13,03 0,999 y=11,78x + 12,64 0,999 20 - 800 pg kg

As curvas analiticas tanto em extrato “branco” da matriz como em solvente de
todos os agrotoxicos estudados apresentaram os coeficientes de determinagéo (r?) 2

0,998, demonstrando assim um indicativo da linearidade do método proposto.



I

Para a determinacdo da faixa linear, além do coeficiente de determinacéao,
foram observados os residuos da curva analitica preparada em extrato “branco” da
matriz para cada agrotéxico. De acordo com o DG-SANTE 2019, os residuos néo
devem estar fora da faixa de + 20%. Assim, as concentracfes nas quais os residuos

permaneceram fora dos + 20%, foram consideradas fora da faixa linear.

Figura 23 — Desvios (em %) de concentracédo calculados da curva analitica do herbicida Acetocloro
obtida a partir de solucBes analiticas preparadas em extrato "branco” da matriz.
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Figura 24 - Desvios (em %) de concentracéo calculados da curva analitica do herbicida 2,4 - D obtida
a partir de solugBes analiticas preparadas em extrato "branco" da matriz
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4.2.2 Efeito Matriz

O efeito matriz é observado quando se tem um aumento ou supressado na
resposta do detector quando comparado o analito em solvente organico e no extrato
‘branco” da matriz.

A partir da equacado descrita no item 2.6.6, o efeito matriz foi calculado e é
demonstrado na tabela 12. Para maioria dos compostos foi observada uma
supresséo no sinal, levando a valores de efeito matriz negativos, com excecéo do
Acetocloro, que apresentou efeito matriz de 0,21%, quase ndo sendo perceptivel
este efeito, se observado a figura 25 onde tanto a curva em solvente organico
quanto em extrato “branco” da matriz ficaram praticamente sobrepostas.

Tabela 12 - Efeito matriz percentual dos agrotéxicos analisados por HPLC-MS/MS a partir de
solucdes preparadas em solventeorganico (Acetonitrila) e em extrato "branco" de matriz.

o Efeito Matriz
Agrotoxico

(%)

24-D -23,16
Acetocloro 0,21
Atrazina -8,22

Dicamba -21,12
Diurom -3,37
Metidationa -5,38
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Figura 235 - Comparagdo entre curvas analiticas obtidas a partir de solucao analitica de
Acetocloro preparadas em solvente organico (Acetonitrila) e em extrato "branco" da matriz
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Ao contrario do Acetocloro, o 2,4-D foi entre os agrotéxicos estudados,

0 que apresentou a maior supressao de sinal, fato observado pelo valor negativo do

efeito matriz, como também através da analise das curvas em solvente organico e

em extrato “branco” da matriz demonstrada na figura 26.

Figura 246 - Comparacdo entre curvas analiticas obtidas a partir de solucdo analitica de 2,4 - D

preparadas em solvente organico (Acetonitrila) e em extrato "branco" da matriz
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4.2.3 Limite de deteccéo e quantificacéo

O LD para o método multirresidual foi de 8 pg kg?, sendo este determinado
como a concentracdo mais baixa da curva da linearidade.

O LQ do método foi estabelecido a partir dos ensaios de
fortificag@o/recuperacdo, como o nivel mais baixo de fortificacdo que atende aos
critérios de recuperacao, entre 70 e 120% e precisdo RSD <20% aceitaveis. Assim,
0 LQ para o método em estudo foi de 20 pg kg™.

O LQ para a metidationa foi satisfatério em comparacédo a outro trabalho ja
existente deste agrotoxico, na matriz em questao, no caso a biomistura de biobed,
onde VARELI et al., (2019) conseguiram um LQ de 50 pg kg* quando analisado por
cromatografia gasosa, valor acima do encontrado para este método.

DELGADO-MORENO e colaboradores (2017) estudaram a substituicdo da
palha e turfa por residuos agroindustriais de azeite de oliva, em modelo de biobeds
em escala piloto. Dentre os agrotéxicos utilizados no estudo, inclui-se o Diurom,
onde foi alcancado um LOQ de 100 pg kg?, valor maior que o encontrado neste
trabalho, provavelmente pelo fato de o detector utilizado para identificacdo ser
diferente, no caso HPLC-DAD.

Ja para os demais agrotoxicos estudados no método multirresidual, ndo foram
encontrados trabalhos especificos para biobeds, mas para fim de comparacao,
existem trabalhos com alguns desses agrotdéxicos na matriz solo, onde os limites
alcancados de quantificacédo, expressos em pg kg™ de peso seco, foram inferiores
aos deste trabalho, sendo de 14,9 ug kg* para o 2,4-D; 0,04 ug kg para a Atrazina
e 0,49 ug kg* para o Acetoclor. Isto se deve pelo fato da andlise ser necessaria em
nivel de residuos e ndo para concentracfes maiores como é o caso deste estudo
(BERNASCONI et al., 2021).
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4.2.4 Exatidao

Os resultados de recuperacdo média (Rec%) e desvio padrédo relativo (RSD%) obtidos a partir dos ensaios de
fortificacdo/recuperacdo para os quatro niveis de fortificacdo, 20, 50, 100 e 150 ug kg?, sendo que para cada nivel foram
realizadas sete replicatas (n=7) onde foi entdo calculado os valores recuperados frente ao valor da respectiva fortificagao, estao
apresentados na tabela 13.

Tabela 13 - Valores médios (n=7) de recuperacédo e RSD%, nos estudos de fortificagdo/recuperagdo em quatro diferentes niveis de fortificagédo, sendo 20, 50,
100 e 150 g kg™

Nivel de fortificagcdo Nivel de fortificagdo Nivel de fortificagdo  Nivel de fortificagao

Agrotéxico 20 pg kgt 50 pg kg* 100 pg kg 150 ug kg?
ediasy | RSD% " RsD o N RsD o g RSD %

2,4-D 79 10 78 8 80 2 80 7
Acetocloro 90 16 86 9 90 12 95 2
Atrazina 84 5 86 6 85 2 83 2
Dicamba 70 6 70 7 70 4 70 2
Diurom 85 6 85 5 83 1 80 2
Metidationa 84 14 92 9 89 4 87 6

As recuperacdes médias % variaram de 70 a 95% e os valores de desvio padrdo relativo foram todos inferiores a

16%, estando em concordancia com os valores estipulados pelo DG-SANTE/2019.
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4.2.5 Precisdo e Precisao Intermediaria

Para o estudo de precisdo e precisao intermediaria, o0 mesmo procedimento realizado no estudo de
firtificac@o/recuperacao foi realizado duas vezes, porém variando alguns parametros, neste caso o analista e o dia da realizacao da
extracdo e analise. Os valores das recuperacdes médias e RSD% encontradas pelos dois diferentes analistas, descritos como

“Analista A” e “Analista B“ estdo descritos na tabela 14.

Tabela 14 - Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, nos estudos de fortificagdo/recuperacdo em trés diferentes niveis de fortificagdo, com dois
diferentes analistas, para os niveis de concentracdo 20, 50, 100 e 150 pg kg*

Nivel de fortificagdo 20 ug kg*  Nivel de fortificagcdo 50 ug kg  Nivel de fortificagdo 100 ug kg | Nivel de fortificagdo 150 pg kg

Agrotéxico . . ; . . . . .

Analista A Analista B Analista A Analista B Analista A Analista B Analista A Analista B
Rec. RSD Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec. Rec.
média o média | RSD % | média | RSD % | média | RSD % | média | RSD % | média | RSD % | média | RSD % | média |RSD %
% 0 % % % % % % %

24-D 79 10 82 5 78 8 78 6 80 2 78 2 80 7 79 5
Acetocloro 90 16 84 17 86 9 86 8 90 12 90 3 95 2 86 4
Atrazina 84 5 85 3 86 6 85 5 85 2 84 2 83 2 83 2
Dicamba 70 6 71 8 70 7 70 6 70 4 71 3 70 2 70 6
Diurom 85 6 87 4 85 5 86 3 83 1 82 2 80 2 79 2
Metidationa| 84 14 98 19 92 9 89 10 89 4 86 4 87 6 83 6
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Pode se observar que todos os valores encontrados pelos dois analistas,
sejam eles de recuperacdo média % e desvio padrao relativo %, encontram - se nos
limites aceitaveis descritos no DG-SANTE/2019.

4.3 ANALISE DE AMOSTRAS DE BIOMISTURA

Apos a contaminacao dos reatores, foram realizadas coletas de amostras em
diferentes periodos de tempo a fim de avaliar a degradacéo dos agrotoxicos. Sendo
a primeira coleta realizada logo apdés a contaminacdo e as demais em
aproximadamente a cada dois meses. As amostras foram coletadas, embaladas em
papel aluminio e congeladas para posterior analise.

Realizadas todas as coletas, as amostras passaram pelo processo de
extracdo dos agrotoxicos de acordo com os procedimentos descritos nas figuras 20
e 21 e por fim analisadas pela técnica de cromatografia liquida acoplada ao detector
por espectrometria de massas triploquadrupolo, HLPC-MS/MS. Devido a alta
concentracdo dos agrotoxicos encontrado nas amostras, foram necessarias diluicoes
extras de 10 e 100 vezes a citada no procedimento de extracédo.

Os agrotoxicos, quando em contato com o solo podem se comportar de
diferentes maneiras, dependendo das caracteristicas tanto do ambiente local, como
tipo de solo, o teor de matéria organica ali presente, temperatura, umidade, pH,
como também as caracteristicas fisico-quimicas de cada substancia e sua interacéo
com o meio (GEBLER; SPADOTTO, 2008).

Ja no solo, a molécula do agrotoxico pode ser adsorvida pelos coloides
minerais e organicos ou desorvido para a solucédo do solo e neste caso podendo ser
absorvido pelas raizes das plantas ou ainda lixiviada para camadas inferiores do
solo (SILVA, 2008). Desta forma, pode se considerar que a biomistura analisada
compreende de um solo rico em matéria organica, e que devido ao clima, sofreu
variacfes de temperatura ao longo das coletas, onde inicialmente o clima era mais
guente e nas Uultimas coletas predominava o frio, caracteristicas que podem

influenciar na degradacéo dos agrotoxicos.
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Na tabela 15 sdo apresentados os resultados da analise das amostras de biomistura contaminadas, coletadas em diferentes
periodos apds sua contaminacdo. O reator que nao sofreu a contaminagéo, denominado de “branco” também foi analisado bem
como realizadas as coletas hos mesmos periodos dos reatores contaminados, sendo que as concentracfes de agrotoxicos nestas
amostras foram todas bem abaixo do LD, demonstrando assim que eram realmente ndo havia contaminacao dos agrotoxicos em

estudo no reator.

Tabela 15 - Resultados da analise das amostras de biomistura coletada em diferentes periodos.

Data da Atrazina Diurom Metidationa 2,4-D ‘ Dicamba Imazetapir
Tempo - Reator = o
coleta Concentracdo encontrada de cada agrotoxico(ug kg?)
18/11/2021 T1 48335 1560 6030 1946 13566 17858
T2-R1 1559 769 316 434 1601 20787
22/01/2021 T2-R2 1796 526 345 443 587 19963
T2-R3 14240 449 377 1264 3821 11351
T3-R1 1500 123 297 271 741 17246
01/03/2021 T3-R2 13958 877 348 362 3863 14969
T3-R3 2005 105 299 264 963 14370
T4-R1 331 445 280 235 808 15149
10/05/2021 T4 - R2 583 100 293 223 3143 21781
T4 -R3 7567 469 306 285 5378 21316
T5-R1 433 466 296 229 718 15929
12/07/2021 T5-R2 665 552 301 256 4575 22177
T5-R3 771 270 295 215 2212 18039
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Para a atrazina, diurom, metidationa e 2,4-D, é possivel observar a diminuicdo
da concentracdo destes agrotoxicos ao longo das coletas, apesar de em alguns
casos, de uma coleta para outra, a concentracdo acabar aumentando. Fato este que
se deve possivelmente pela falta de homogeneidade dos componentes do reator, a
presenca de torrdes, tanto de terra como de turfa, onde os agrotdxicos podem ter
ficado mais concentrados, modo como foi realizada a contaminacgao, a diferenca na
composicao bioldgica, mas mais especificamente a formacédo do fungo da podridao
branca, que é considerado o mais seletivo para a degradacdo de agrotoxicos, ou
ainda a maneira da realizacdo das coletas que pode ter sido em pontos com maior
Oou menor contaminagao.

Para o dicamba é possivel observar um declinio na concentracdo até a
terceira coleta, realizada num periodo onde o clima ainda apresentava altas
temperaturas, o que pode ter influéncia na degradacéo deste agrotoxico. Ja para o
imazetapir, a concentracdo ao longo das coletas se manteve constante, isto pode ter
ocorrido possivelmente a sua baixa taxa de degradacdo, condicdes que nao
favoreceram a sua degradacao, a preferéncia dos fungos de utilizarem os demais
agrotoxicos presentes no meio como fonte de energia, ou ainda a sua concentracao
ou caracteristicas fisico-quimicas, possam ter inibido o crescimento de cepas de
espécies de fungos mais especificas para a degradacdo desta classe de agrotoxico
(SERBENT, 2019).

Os agrotoxicos podem sofrer diferentes processos de degradacdo no meio
ambiente, isso ira depender do seu destino apds a aplicacdo. Exemplos desses
processos sao 0s processos fisico-quimicos, como a fotolise, volatilizacédo, hidrélise
entre outros, e 0s processos de biodegradacdo, considerados os mais eficientes,
gue sao os exercido por diferentes microorganismos presentes no solo, sejam eles
fungos ou bactérias (GEBLER; SPADOTTO, 2008).

As caracteristicas fisico-quimicas da atrazina, a tornam um herbicida
persistente no ambiente, devido sua baixa capacidade de biodegradabilidade, pode
ser comumente detectada em agua tanto superficial e de profundidade. O tempo de
meia vida deste varia conforme o meio em que se encontra principalmente tipo de
solo e condicdo climética, onde em baixas temperaturas (20 °C), a atrazina pode
persistir por um tempo maior (COLLA et al., 2008) (CARMO et al., 2013) (ROSTAMI
et al., 2021).
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Além disso, o pH e a umidade do solo interferem no modo de ligacdo do
herbicida com o solo, visto que a atrazina ndo estar4 disponivel para os
microorganismos se esta estiver adsorvida na fase soélida ao invés de estar presente
da solucdo do solo. Desta forma tornando o tempo de meia vida do herbicida
variavel entre dois meses até seis anos (MATIAS et al., 2021). Um consoércio de
microorganismos, aerobios e anaerdbios, presentes naturalmente no solo podem ser
capazes de degradar este herbicida, o utilizando como fonte de carbono e nitrogénio
(SENE et al., 2010).

A degradacgdo da atrazina também é realizada através de fungos, como por
exemplo, o fungo da podriddo branca, conhecido por sua capacidade de degradar
diferentes xenobidticos, SENE et al., 2010, demonstraram que o fungo
Phanerochaete chrysosporium foi capaz de reduzir em 48% a concentragao inicial
do herbicida em um meio de crescimento nos primeiros dias.

O diurom possui uma tendéncia em se acumular no meio ambiente devido a
sua baixa solubilidade e estabilidade quimica, podendo permanecer no solo de um
més a até um ano. A degradacéo deste herbicida por fungos, como o da podridédo
branca, vem se mostrando eficiente, porém, a sua degradacdo pode acarretar na
geracao de espécies mais toxicas e persistentes no solo (DA SILVA COELHO et al.,
2010).

Os organofosforados, como a metidationa, possuem relativamente baixa
persisténcia no ambiente, porém sua alta solubilidade em agua os torna vulneraveis
ao consumo humano, representando um risco a saude (DAR; KAUSHIK;
VILLAREAL CHIU, 2019). H4 estudos sobre degradacao fungica desta classe de
agrotoxicos, onde foi demonstrada uma completa degradacdo de determinado
principio ativo pertencente a esta classe por diferentes cepas do fungo de podridéao
branca, e algumas linhagens foram capazes de degradar inclusive substancias
resistentes a degradacéo bacteriana (SILVA, 2013).

Estudos demonstram a capacidade de espécies de fungo da podridao branca,
como o Phanaerochaete chrysosporium em mineralizar, ou seja, de degradar
totalmente, o 2,4-D obtendo como produto final apenas CO2 e H20, e a taxa de
mineralizacdo aumenta conforme os niveis de nitrogénio ou carbono disponiveis no
meio (SERBENT, 2019).
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O pH do solo é um fator que pode aumentar ou retardar a persisténcia de
alguns agrotoxicos no solo. Por exemplo, 0 2,4-D e o dicamba em solo com pH 5,3,
estimula a desativacao destes, porém em pH 7,5 ja sdo mais persistentes. Isto pode
ocorrer devido a alcalinidade sobre as espécies bem como a populacdo de
microrganismos presentes no solo. E estes por sua vez sao influenciados pelo teor
de matéria organica presente no solo (GILREATH et al., 2006).

O dicamba é um herbicida considerado ndo persistente no solo, sendo
totalmente mineralizado ou biodegradado (BROCHADO et al., 2021). Porém nao foi
o fato observado neste trabalho, que visa sua mais rapida degradacao. Isto pode ter
ocorrido por distintos motivos, como a interagcdo quimica com outra classe de
herbicida presente na mistura, que pode levar a formacdo de complexos
biologicamente inativos, ou ainda a efeito antagdnico, que acontece quando a
associacao de diferentes substancias tem um menor efeito do que quando estas séo
aplicadas individualmente (SILVA, 2019).

Dicamba e imazetapir, considerados herbicidas acidos fracos, possuem uma
fraca forca de adsorcdo tanto no solo quanto em matéria organica, devido a seus
baixos coeficientes de distribuicdo do soluto nesses meios. A quantidade de
herbicida sorvido depende de diferentes fatores como as propriedades fisico-
guimicas, composicéo do solo como também a dose aplicada do produto (GEBLER;
SPADOTTO, 2008) (CHRISTOFFOLETI et al., 2008).

A biodegradacdo para os herbicidas do grupo das imidazolinonas, como o
imazetapir, € bastante variavel dependendo das condi¢cbes do solo, visto que em
altas temperaturas (35°C) solo mais umido, a biodegradacéo € favorecida. A sorcéo
aos coloides do solo é um fator que aumenta a persisténcia das imidazolinonas,
evitando assim os processos de biodegradacdo. Além disso, a variacdo de pH esta
correlacionado com a variacdo de sua biodisponibilidade, onde quanto menor o pH,
maior a sorcado e menor sua biodisponibilidade para os organismos biodegradadores
presentes no meio (KRAEMER et al., 2009).

Estudos demonstram que o pH é um fator quemais tem influencia na
biodisponibilidade das imidazolinonas, sendo que solos com pH abaixo de 7 ha uma
maior sorcdo destes herbicidas visto que h& um incremento em diversos
mecanismos de sor¢do, como forgas fisicas fracas ou pontes de hidrogénio, através
de grupos carboxila associados. Fato este que condiz com o presente estudo, onde

0 pH da biomistura era 6 e ndo houve biodegradagéo do Imazetapir devido a sua
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alta sorcéo ao solo (KRAEMER et al., 2009). A sorcao das imidazolinonas é reduzida
guando em meio com pH acima de 7, onde predominam as formas dissociadas de
carater anibnico, sendo entdo repelidas pelas cargas negativas do solo estando
entdo biodisponiveis (OUFQIR et al., 2017).

5. CONCLUSAO

Tendo em vista o0 baixo niumero de estudos na determinacdo de residuos de
agrotéxicos em camas biolégicas no Brasil, visto que este € um pais com uma
consideravel variacdo climética, seja de temperatura como periodos de chuva e
seca, onde em cada um desses periodos a biodegradacéo pode ser variavel. Como
também pelo fato de as camas biolégicas ainda ndo serem um método oficializado
pelo pais, ndo existindo legislacido especifica que determine os niveis aceitaveis de
residuos em sua composicao final, se faz necessario este tipo de trabalho, tanto
para demonstracdo de eficacia como para futuramente auxiliar na determinacédo dos
limites maximos aceitaveis de residuos.

Desta forma, o trabalho teve por objetivo obter informacbes sobre a
biodegradacdo de diferentes classes de herbicidas e um inseticida, estes em
conjunto, em uma mesma cama biologica. Assim a primeira parte deste trabalho foi
de desenvolvimento e validacdo de um método analitico de extracdo e andlise.
Através de diferentes testes e levando em consideracdo as caracteristicas e
peculiaridades dos herbicidas da classe das imidazolinonas citadas ao longo do
trabalho, foi verificada a necessidade do desenvolvimento de um método de
extracdo especifico para esta classe.

Por outro lado, foi necessario o desenvolvimento de um método
cromatografico especifico para os herbicidas que tem seu modo de ionizagéo
negativo, no caso o 2,4-D e dicamba.

Sendo assim, apo6s definidos os melhores métodos de extracdo e
cromatograficos a proxima etapa foi a validacdo dos métodos, onde ambos
demontraram ser eficientes para o fim proposto e seus resultados estavam de
acordo com o documento tomado como base, o DOQ-CGCRE-008.

ApGs a validagdo, os métodos foram empregado na andlise de amostras de
camas bioldgicas provenientes da Estacdo Experimental Uva e Vinho na cidade de

Vacaria/RS. Visto as baixas concentracoes trabalhadas nos métodos validados e os
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resultados obtidos, as camas bioldgicas foram eficientes na degradagédo da maior
parte dos agrotoxicos aplicados, exceto para 0 Imazetapir e em partes para o
Dicamba. O imazetapir, ja possui especificidades conhecidas citadas ao longo da
dissertacdo, sendo suas reacfes em grande parte dependente das caracteristicas
do meio em que se encontra, como pH. J& o dicamba possivelmente sofreu alguma
reacdo durante a interacdo com o0s demais agrotoxicos que pode ter o tornado
menos biodisponivel para sua degradacdo. A partir das informacdes obtidas, fica
demonstrado que ainda ha muito a ser estudado sobre o assunto, visto as diversas
especificidades e caracteristicas de cada agrotéxico.

Desta forma, para préximos estudos se torna interessante fazer um
comparativo da degradacdo dos agrotoxicos nas camas biolégicas com um reator
contendo apenas o mesmo tipo de solo utilizado para o preparo da biomistura. Como
também fazer um comparativo com reatores contaminados com agrotoxicos de
diferentes classes em conjunto e estes individuais, a fim de averiguar os possiveis
efeitos de uma classe frente a outra como ficou demonstrado acontecer neste
estudo. Principalmente para a classe das imidazolinonas, que merece uma atencao
especial frente aos resultados obtidos, onde se mostra interessante também fazer
um comparativo em diferentes caracteristicas, como principalmente o pH do meio,
seguido de variantes como umidade e temperatura. Além de avaliar diferentes
condicles, tanto dos reatores quanto ambientais, no momento de cada coleta, como
pH, temperatura, umidade a fim de possibilitar uma uma avaliacdo mais ampla dos

resultados.
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