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RESUMO

METODOS INDIVIDUAL E MULTIRRESIDUAL PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM CAMAS BIOLOGICAS POR CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

AUTORA: Catiucia Souza Vareli
ORIENTADORA: lonara Regina Pizzutti

Embora o emprego dos métodos multirresiduais possibilite a determinacdo de um grande
namero de agrotéxicos em uma Unica andlise cromatografica, para agrotoxicos da classe
dos ditiocarbamatos (DTC), ainda é necessario o desenvolvimento de métodos individuais.
Dessa forma, na primeira parte deste trabalho, otimizou-se e validou-se um método
individual para determinacdo de DTC (mancozebe) em camas biolégicas utilizando GC-MS.
Foram avaliados os parametros de linearidade da curva analitica (r%), limites de deteccéo e
de quantificacdo, exatiddo, precisdo e efeito matriz. Os estudos de recuperacdo foram
realizados empregando o agrotéxico tiram como solucéo padréo de fortificacdo. As amostras
“branco” de biomistura foram fortificadas em trés concentracdes, 1; 3 e 5 mg CS; kg™, em
sete replicatas (n = 7). O método apresentou recuperacdes na faixa de 89-96% e RSD <
11%, com linearidade na faixa de concentracdo de 0,05 a 10 pyg CS, mL™ (r*> 0,9946).
LODm e LOQm foram 0,2 e 1,0 mg CS, kg™, respectivamente, e o efeito matriz calculado
nao foi significativo (£ 20%). O método validado foi aplicado para andlise de 80 amostras
(biomistura), de dezesseis reatores diferentes (coletadas em cinco tempos de amostragem)
durante quatorze meses. Dez por cento das amostras apresentaram concentracdo de CS,
abaixo do LOD,, (0,2 mg CS, kg™) e 70% apresentaram resultados abaixo do LOQ (1,0 mg
CS, kg%), o que confirma a eficiéncia das camas biologicas para degradar DTC. Na
segunda etapa deste trabalho otimizou-se e validou-se um método multirresidual para a
determinacdo de captana e seu produto de degradacédo (tetrahidroftalimida), clorotalonil,
clorpirifos, fenitrotiona, metidationa, fosmete e tebuconazol em camas biol6gicas, utilizando
GC-MS/MS. A otimizacdo do método “ND” mini-Luke foi efetuada em nosso grupo de
pesquisa realizando-se a troca de solventes para eliminar o uso de diclorometano e também
evitar o passo de evaporacao, permitindo a injecao direta do extrato final no GC-MS/MS, o
gue reduz tempo de analise e 0 uso de reagentes. Apos otimizacdo do método, a validacao
do mesmo para determinacdo multirresidual de agrotdéxicos em camas bioldgicas foi
realizada com base nas diretrizes do Documento Guia SANTE/11813/2017 avaliando-se a
linearidade (r?), os limites de deteccéo e de quantificacdo (LOD e LOQ), o efeito matriz, a
exatidao e a precisdo. Dois padrbes internos foram empregados para controle de qualidade,
0 PCB-153 foi usado como padrao interno do procedimento e o0 HCB-C13 como padrao
interno do instrumento. No estudo de fortificacdo e recuperacao, as amostras “branco” de
biomistura foram fortificadas & 50, 100 e 200 ug kg™ (n = 7) e todos os agrotoxicos, exceto
captana a qual foi determinada indiretamente através do seu produto de degradacao
tetrahidroftalimida, apresentaram recuperacdes entre 74 e 117%, com valores de RSD%
entre 2 e 14%. Os residuos foram inferiores a 20% para todos os agrotoxicos avaliados. O
método foi linear de 1 a 300 ng mL™ para 3 agrotoxicos e 5 a 300 ng mL™ para outros 4
agrotoxicos, com coeficientes de determinagdo maiores do que 0,99 para quase todos 0s
agrotoxicos, exceto para clorpirifés (r>> 0,98). Todos os agrotoxicos apresentaram LOD,, de
10 ou 20 pg kg™t e LOQ,, de 50 ug kg™. Os valores calculados de efeito matriz ficaram
acima de 25% para todos o0s agrotoxicos estudados, exceto para clorpirifés que foi de -20%.

Palavras-chave: camas bioldgicas; agrotdxicos; cromatografia gasosa;

espectrometria de massas; ditiocarbamatos.



ABSTRACT

MULTIRESIDUE AND SINGLE RESIDUE METHOD TO DETERMINE PESTICIDES
IN BIOBEDS BY GAS CHROMATOGRAPY TANDEM MASS SPECTROMETRY

AUTHOR: Catiucia Souza Vareli
ADVISOR: lonara Regina Pizzultti

Besides the possibility to perform determination of a large number of pesticides in only a single
chromatographyc analysis using multiresidual methods, sometimes, due to diversity in pesticides
chemical composition and particular characteristics, it is still required develop single-residue
method, such as for dithiocarbamates (DTC). Therefore, in this study, firstly, was optimized and
validated a single method to determine DTC (mancozeb) in biobeds using GC-MS to evaluate
biobeds efficiency on DTC degradation. Validation study was performed and assessed the
analytical curve linearity (r%), detection and quantification limits (LOD and LOQ), accuracy
(recovery%), precision (RSD%) and matrix effect. Recovery experiments were carried out with a
standard spiking solution of the DTC pesticide thiram. Blank biomixture samples were spiked at
the three levels corresponding to the CS, concentrations of 1, 3 and 5 mg kg™, with seven
replicates each (n = 7). The method presented recoveries within the range of 89-96% and RSD <
11%. The analytical curves were linear in the concentration range of 0.05 to 10 pg CS, mL™ (r? >
0.9946). LOD and LOQ were 0.2 and 1.0 mg CS, kg™, respectively, and the calculated matrix
effects were not significant (£ 20%). The validated method was applied to 80 samples
(biomixture), from sixteen different biobeds. Ten percent of samples presented CS,
concentration below the LOD (0.2 mg CS, kg™) and 70% of them showed results below the LOQ
(1.0 mg CS, kg™), which demonstrates the biobeds capability to degrade DTC. The second step
was to devepol and validated a method (modification of the New Dutch mini-Luke method) for
multiresidue determination of captan and its degradation product (tetrahydrophytalimide),
chlorothalonil, chlorpyrifos-ethyl, fenithrothion, methidathion, phosmet and tebuconazole in
biobed, using GC-MS/MS. The dichloromethane use and the evaporation step were eliminated.
This improvement avoids chlorinated solvents use and allows final extract direct injection into the
GC-MS/MS system. After method optimization, validation study was performed based on SANTE
Guidance Document. Linearity of analytical curves (r?), residuals, limits of detection (LOD) and
guantification (LOQ) and matrix effects (%), were assessed by the analysis of standards solutions
prepared in organic solvent and in blank biobed extract at eight concentrations, with seven
replicate injections of each standard solution. Accuracy (as recoveries %) precision (as
repeatability of recoveries experiments-RSD% and as intermediate precision) were also
determinate. Two labeled internal standards were used for quality control. PCB-153 was used as
procedure internal standard (P.1.S.), and HCB-C13 was used as instrument internal standard
(I.1.S.). Recovery study was performed by the analysis of blank biobed samples spiked at 50, 100
and 200 pg kg~ (n=7). All pesticides presented average recoveries within the range of 74 and
117%, except captan which was indirectly detected via tetrahydrophytalimide, its degradation
product, and also had acceptable recoveries. The RSD values calculated from the 7 replicated
recovery samples at 3 concentration levels were below 20% (2 to 14%). The residuals was lower
than 20% for all pesticides. The method was linear within the range of 1 to 300 ng mL™ for 2
pesticides and of 5 to 300 ng mL™ for 4 pesticides and for tetrahydrophytalimide (the degradation
product of captan). The r? of the analytical curves calculated from matrix-matched standards were
> 0.99 for all pesticides except for chlorpyrifos-ethyl, that had an r*> 0.98. All studied pesticides
presented the LODs of 10 or 20 pg kg™ and LOQs of 50 pg kg™. The calculated matrix effects
were higher than 25% for all pesticides, excepted for chlorpiripfés-ethyl, that was -20%.

Key words: biobeds; multiresidue; chromatography; pesticides; dithiocarbamates.
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1 INTRODUCAO

Devido as inumeras atividades agricolas exercidas no Brasil, 0 emprego dos
agrotoxicos torna-se muito relevante no pais. A intensa pratica da agricultura eleva o
Brasil para uma categoria de grande produtor agricola, proporcionando um
crescimento econémico anual responsavel por aproximadamente 21% do Produto
Interno Bruto (PIB) através do agronegocio (NOBREGA, 2014).

Apesar do beneficio inquestionavel dos agrotoxicos na agricultura pelo
aumento da producdo agricola, os agrotoxicos podem se difundir no ambiente,
podendo atingir a &gua e o solo, através de processos como lixiviagdo, escoamento
superficial, volatilizacdo entre outros. Dessa forma, a contaminacdo ambiental pode
ocorrer ndo somente pela aplicagcdo de agrotoxicos, mas também por residuos de
agrotoxicos provenientes dos efluentes de lavagem dos maquinarios, muitas vezes
nao mensurados como téxicos e/ou perigosos (GEBLER, 2011).

Os tanques pulverizadores contém os mesmos produtos quimicos das
embalagens que recebem atencédo da legislacdo, embora ja parcialmente diluidos.
Sobre esses residuos, ainda ha muita caréncia de informagdes acerca dos efeitos do
descarte final desses efluentes no solo, embora alguns estudos indiqguem que os
efluentes da lavagem dos equipamentos agricolas podem vir a ser tdo ou mais
danosos que a contaminacdo difusa da area pela aplicacdo do agrotoxico.

Devido a preocupacdo com a contaminacdo ambiental, a decomposicao
biologica dos agrotéxicos tem sido cada vez mais aceita, porque 0s
microorganismos possuem a capacidade de interagir quimica ou fisicamente com 0s
agrtoxicos, causando desde mudancas estruturais até sua completa degradacéo
(DIEZ, 2010). Essa alternativa tem sido viavel do ponto de vista ambiental e
econdmico, reduzindo custos e/ou eliminando o uso de processos industriais para a
resolucdo da contaminacdo ambiental por agrotoxicos (FOGG et al., 2003; SPLIID,
HELWEG, HENRICHSON, 2006).

Um sistema de decomposicdo bioldgica de agrotoxicos, conhecido como
camas bioldgicas ou leitos bioldgicos (biobed, na Europa), tem como caracteristica
atenuar a contaminacdo causada por procedimentos inadequados realizados em

locais de mistura e manuseio quando se enche o0 tanque



pulverizador, bem como pelo descarte inadequado das caldas de enxdgue dos
pulverizadores de agrotdxicos (CASTILHO, TORSTENSSON, STRENSTOM, 2008;
COPPOLLA, 2008b, 2011). O sistema de camas biologicas originalmente foi
desenvolvido na Suécia durante a década de 90 e desde entdo comecou a ser
implementado em muitos paises da Europa (CASTILHO, 2008b), América Latina
(CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008) e Asia (GAO et al., 2015).

Uma cama bioldégica possui uma construgcdo simples, com materiais
relativamente de baixo custo. Sua principal funcéo é reter e degradar os agrotéxicos
provenientes de possiveis derramamentos, evitando que eles cheguem ao solo e,
posteriormente, aos cursos de aguas subterraneas e superficiais (KARANASIOS,
TSIROPOULAS, KARPOUZAS, 2013; SPLIID, HELWEG, HENRICHSON, 2006;
TORSTENSSON e CASTILLO, 1997; VISCHETTI et al., 2008).

Os residuos de aguas contaminadas de manejo agricola sdo descarregados
na cama bioldgica, onde, por lixiviagdo através da camada de biomistura sao
descontaminadas, devido a processos de adsorcdo e acdo microbiana (cultivada e
selecionada dentro da biomistura) capaz de degradar e/ou metabolizar residuos de
agrotoxicos. A agua contendo os contaminantes € lixiviada através da biomistura
mantida com um nivel elevado de umidade que permite a sobrevivéncia e o
desenvolvimento dos microorganismos. A eficiéncia do sistema é alta e ja
demonstrou que pode diminuir alguns residuos na agua em mais de 90%
(COPPOLA, et al, 2011).

No Brasil, estudos sobre o emprego de camas biolégicas para o manejo de
residuos de agrotoxicos sao relativamente recentes e ainda estdo em seus estagios
iniciais. Os primeiros resultados indicam que sob as condicbes ambientais
brasileiras, sdo necessarias algumas mudancas estruturais no sistema de camas
biolégicas visando atender as Normas Européias em termos de eficiéncia do
sistema. Experimentos desenvolvidos na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) mostraram que o processo de degradacdo nas camas
biologicas € mais eficiente em climas quentes, como climas tropicais e subtropicais,
ja que o calor favorece o crescimento de microorganismos (GEBLER et al., 2015).

Os dados disponiveis na literatura sobre estudos do sistema de camas
biolégicas, em sua grande maioria, avaliam os efeitos da composicéo, temperatura,
pH e umidade da biomistura, na degradagdo de agrotéxicos, e também avaliam

principalmente a atividade microbiolégica, através de estudos de respiracdo e de



conteado de fenoxilase (CASTILHO, TORSTENSSON, 2007). Ha poucos relatos
envolvendo a determinacdo da concentracdo de agrotdxicos apdés o tempo
considerado ideal para a degradacdo dos mesmos. Os métodos desenvolvidos e
aplicados nestes estudos publicados, em sua grande maioria fazem uso de grandes
guantidades de amostras e de solventes, bem como o uso de solventes clorados.
Além disso, costumam serem meétodos trabalhosos e que consomem muito tempo
para serem executados.

Apesar da grande diversidade de agrotoxicos empregados na agricultura, os
ditiocarbamatos continuam sendo empregados como fungicidas, pois além da baixa
toxicidade, baixo custo e curta permanéncia ambiental, agem de forma efetiva contra
um largo espectro de doencas causadas por fungos, em grande parte das culturas
agricolas, abrangendo desde frutas e hortalicas até cereais de grande importancia
econOmica.

Os meétodos utilizados para a determinacéo de ditiocarbamatos sdo diferentes
da maioria dos métodos de analise de residuos de agrotoxicos devido a elevada
instabilidade desses compostos na presenca de umidade e oxigénio, o que dificulta
sua andlise. A maioria dos métodos analiticos empregados para determinacdo de
ditiocarbamatos esta baseada na quantificacdo do dissulfeto de carbono (CS,) apos
digestdo acida das matrizes.

Para a determinacdo da maioria dos agrotoxicos, os métodos mais utilizados
sdo os métodos multirresiduais, que permitem a determinacdo de um grande
namero de substancias em apenas uma analise. Nesse contexto, os métodos
multirresiduais de extracdo, combinados com a cromatografia acoplada a
espectrometria de massas aparecem como ferramentas poderosas utilizadas ha
muitos anos, e continuamente empregadas, na detec¢ao e quantificacdo de residuos
de agrotoxicos.

Com base nessas informacdes, este trabalho objetivou primeiramente
desenvolver e validar um método analitico individual de baixo custo, rapido e pratico
para a determinacdo de ditiocarbamatos em camas biologicas e aplica-lo para
avaliar a eficiéncia das camas biolégicas quanto a capacidade de degradacéo de
ditiocarbamatos. Além disso, objetivou-se a validacdo de um método analitico
multirresidual eficiente, pratico, robusto e ambientalmente amigavel para a

determinacdo de agrotoxicos em camas biolégicas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGROTOXICOS

A expansao da populacdo mundial, estimada para o ano 2050 em nove
bilhdes de habitantes, aumentara a demanda por alimentos e matérias-primas. I1sso
tem impulsionado o desenvolvimento de tecnologias inovadoras no segmento do
agronegocio, como biotecnologia, nanotecnologia, manejo adequado dos recursos
naturais, entre outras, de forma a se utilizar esses recursos de forma econdmica,
tornando as variedades mais produtivas e resistentes as pragas e doencas. Embora
este avanco seja notério, ainda nao tem sido suficiente para erradicar as pragas e
combater as doencas do componente produtivo agropecuario, e a cada dia aumenta-
se 0 uso de agroquimicos, entre eles os agrotoxicos (ONU, 2008).

O Codex Alimentarius define agrotoxico como sendo toda e qualquer
substancia utilizada com o propdésito de prevenir, destruir, atrair, repelir ou controlar
gualquer praga, incluindo espécies indesejadas de plantas, insetos ou animais,
durante as etapas de producdo, armazenamento, transporte, distribuicdo e
processamento do alimento ou racdo animal. O termo inclui substancias utilizadas
como reguladoras do crescimento de plantas, desfolhantes, dessecantes, ou
inibidores de brotos e substancias aplicadas tanto antes quanto apos a colheita, para
proteger a mesma da deterioracdo durante o armazenamento e transporte (FAO,
2017).

Ja o residuo de agrotoxico € definido como sendo qualquer substancia
especifica presente no alimento, “in natura” ou ndo, ou ainda em ragdao animal
proveniente do uso de agrotéxicos, como produtos de conversdo, metabdlitos,
produtos de reacdes e impurezas consideradas com alguma significancia
toxicolégica. Este termo inclui residuos de substancias desconhecidas ou de fontes
inevitaveis (como o meio ambiente), bem como o uso de produtos quimicos
conhecidos (FAO, 2005).

Os agrotoxicos englobam uma grande variedade de compostos pertencentes
a diferentes classes quimicas incluindo inseticidas, herbicidas, fungicidas,
rodenticidas, moluscocidas, nematocidas entre outros (HIEMSTRA, KOK, 2007).
Este grupo inclui mais de 1000 substancias ativas contra pragas e apresentam

diferentes propriedades e estruturas quimicas (PICO, 2016) podendo ser aplicados



em Varios estégios do cultivo desde o plantio, durante o crescimento e na etapa de
estoque apds a colheita (HIEMSTRA, KOK, 2007; PICO, 2016). Essa pratica é
essencial para prevenir perdas na agricultura, melhorando a produtividade,
garantindo a producéo de produtos com qualidade, satisfazendo os consumidores e
garantindo sua comercializacdo (AKTAR, SENGUPTA, CHOWDHURY, 2009).

Apesar do beneficio inquestionavel dos agrotéxicos na agricultura, pela acao
do aumento da producdo agricola, a cada ano 140.000 toneladas de agrotéxicos sédo
aplicadas na agricultura apenas na Unido Europeia (EU) e embora os agrotéxicos
sejam degradados e dissipados, muitos deles podem permanecer nos alimentos
cultivados, tornando-o uma fonte primaria de expoxicdo para os humanos, enquanto
as matérias primas sao diretamente contaminadas através da aplicacdo e
transmissdo do agrotoxico e seus residuos através da cadeia alimentar (PICO,
2016).

O Brasil é o segundo maior produtor de alimentos do mundo, atras
apenas dos Estados Unidos, mas no que diz respeito ao consumo de agrotoxicos
ocupa o0 primeiro lugar. Em 2014, o setor de agrotoxicos movimentou
aproximadamente US$ 12 bilhdes, o equivalente a cerca de R$ 39 bilhdes (EBC,
2015). Esses dados confirmam a relevancia do uso dos agrotéxicos no Brasil, devido
as inameras atividades agricolas exercidas em varias regides do pais, fatos estes
gue elevam o pais para uma categoria de grande produtor agricola, proporcionando
0 crescimento anual econdmico responsavel por aproximadamente 21% do Produto
Interno Bruto (PIB), através do agronegdécio (NOBREGA, 2014).

2.1.1 Historia dos Agrotéxicos

Ao longo dos séculos, o0 homem sempre buscou meios de combater as
adversidades naturais. Em 2500 a.C., os sumérios ja utilizavam o enxofre no
combate aos insetos e desde 400 a.C. o piretro, proveniente de flores secas de
plantas do género Chrysanthemum cinerariaefoliuml, era utilizado para controlar
piolhos. No século XIV, os chineses comecaram a utilizar compostos de arsénio para
controlar insetos, assim como ervas, 6leos e cinzas para tratar sementes e graos
armazenados.

No século XVII, a nicotina das folhas de tabaco foi empregada pela primeira

vez para controlar os insetos das arvores e a partir de 1804, os compostos



inorganicos no estado natural como o arsénio, chumbo e cobre, foram empregados
primeiramente como veneno para as unhas. No final do século XIX e XX, os
inseticidas organicos e sintéticos comecaram a ser estudados, mas o marco para o
desenvolvimento foi a transformac&o do composto inorganico cianato de amonio em
ureia, composto nitrogenado presente na urina, cuja sintese foi efetuada pelo
quimico alemao Friedrich Wohler em 1828 (BRAIBANTE, ZAPPE, 2012).

Com o desenvolvimento da agricultura no século XVIII, novas praticas
agricolas foram introduzidas, como o emprego de fertilizantes em larga escala na
colheita e no processamento de alimentos e de maquinas para plantar sementes
(DIEZ, 2010). Em decorréncia dessas mudancas, 0os problemas com as pragas se
agravaram ja na metade do século XIX, surgindo os primeiros estudos cientificos
sobre o uso dos agrotoxicos, visando o controle das pragas agricolas.

Diversos compostos para o controle das pragas foram sintetizados no final do
século XIX, como misturas de enxofre e cal (empregada no controle da sarna da
maca, causada por um fungo); mistura de sulfato de cobre e cal (conhecida hoje
como calda bordalesa, empregada no combate do midio, doenca causada por
fungos na uva); o arseniato de cobre, também conhecido como “verde Paris”, para
controlar o besouro da batata nos Estados Unidos; o sulfato ferroso como herbicida
seletivo; derivados de fluoretos inorganicos, como fluoreto de sédio no controle de
insetos como formigas (BRAIBANTE, ZAPPE, 2012).

Em 1892, os arseniatos de chumbo foram introduzidos como inseticidas
inorganicos, mas a era moderna dos agrotoxicos sintéticos comecou na década de
1930 quando as propriedades inseticidas do dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) foram
descobertas por Muller, revolucionando o controle dos insetos no mundo. Esse
inseticida foi utilizado pela primeira vez em 1943, durante a Segunda Guerra
Mundial, para combater piolhos que infestavam as tropas norte-americanas na
Europa e que transmitiam uma doenca chamada tifo exantematico (KAUSHIK,
KAUSHIK, 2007).

Também neste periodo desenvolveram-se os organofosforados para serem
utilizados como armas quimicas enquanto que metade do século XIX foi isolado um
composto da planta Physostigma venenosum, natural do oeste da Asia, com efeitos
medicinais e toxicos, que representa o grupo dos carbamatos sendo alguns ainda

empregados como carbaril, carbofuram e aldicarb.



No Brasil, os agrotoxicos foram primeiramente utilizados em programas de
saude publica, no combate a vetores e controle de parasitas, sendo empregados
mais intensivamente na agricultura a partir de 1960 (OPAS, 1997; WAICHMAN,
EVE, NINA, 2007). Em 1975, o Governo Federal Brasileiro através do Plano
Nacional de Desenvolvimento, investiu mais de 200 milhdes de ddélares para
implementar a industria dos agrotéxicos, abrindo o comércio destes agentes no pais,
condicionando o agricultor a compra-los com recursos do crédito rural, instituindo a

inclusédo de uma cota definida para cada financiamento requerido.

Para tentar restringir 0s riscos associados com o0s agrotéxicos, em 1989, o
Governo Federal Brasileiro promulgou a lei 7.802, instituindo varias condi¢des e
critérios para uso, venda, transporte, importacédo, propaganda e rotulagem destes
compostos. Além disso, os agricultores foram levados a obter a prescricdo para
adquirirem legalmente os agrotoxicos. Embora fosse um passo positivo, esta
ferramenta foi ineficaz por causa da fraca aplicacdo e monitoramento, especialmente
nas areas mais remotas do pais, onde muitos agricultores dependiam principalmente
do rétulo dos produtos para obter informacdes sobre dosagens, danos, toxicidade e
cuidados na manipulacdo (WAICHMAN, EVE, NINA, 2007).

Apesar de existir no mercado um grande numero de compostos para controlar
as mais diversas pragas daninhas, insetos, fungos e outros organismos, existe a
necessidade do estudo de novos produtos para controlar tais organismos, uma vez
gue eles podem desenvolver resisténcia a tais compostos apds um curto periodo de
contato, diminuindo a efetividade e muitas vezes, perdendo totalmente a atividade,
além do surgimento frequente de novos insetos-pragas, plantas daninhas e fungos
(BRAIBANTE, ZAPPE, 2012).

2.1.2 Classificacdo dos agrotoxicos

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com o tipo de organismo
gue se deseja controlar, quanto ao grupo quimico e quanto a estrutura. Eles podem
ser inorganicos ou sintéticos sendo classificados como agrotoxicos quimicos. Os
agrotoxicos quimicos sdo basicamente materiais sintéticos que matam ou inativam
diretamente as pragas e sao classificados como inseticidas, herbicidas, fungicidas,

rodenticidas e nematicidas.



Do ponto de vista da composicdo quimica, 0s agrotdxicos possuem uma
enorme diversidade estrutural, mas muitos apresentam caracteristicas em comum,
sendo assim, classificados dentro de um mesmo grupo. Os grupos mais conhecidos
sdo representados pelos piretroides, organofosforados, organoclorados e
carbamatos (SAMSIDAR et al., 2018). Estes nomes estéo relacionados com as
caracteristicas presentes na estrutura do agrotéxico, além da forma como tais
elementos estéo ligados entre si (BARBOSA, 2004).

2.1.2.1 Os Fungicidas

Os fungicidas sdo compostos quimicos empregados no controle de doencas
de plantas causadas por fungos, bactérias ou algas durante o crescimento ou no
tratamento pos-colheita, podendo causar contaminacdo dos alimentos durante o
estoque ou o transporte (REGUEIRO et al., 2015). Também sdo empregados em
algumas culturas como soja e milho, visando reduzir o progresso de manchas
foliares (JULIATTI, 2011), tornando-se essenciais para a protecdo dos alimentos
assim como na manutencédo de culturas saudaveis e na producao de alta qualidade.

Originalmente desenvolvidos para controlar doencas em uma grande
variedade de culturas (HANO et al., 2015), os fungicidas ja foram empregados na
indastria como aceleradores e como anti-oxidante na producdo da borracha, na
producdo de acucar, em tratamentos de residuos de agua e como antifiUngicos nos
sistemas de refrigeracédo de aguas.

Os fungicidas foram responsaveis por mais de 52% de todos os produtos de
protecdo de plantas usados na Unido Européia (EU) em 2003, com um consumo
estimado em mais de 100 mil toneladas (kt). Como qualquer outro agrotéxico, os
fungicidas podem difundir-se para além do campo apos a aplicacdo, tornando-se um
potencial risco a saude ndo apenas para os trabalhadores através da exposicao
direta, mas também para as demais pessoas pela exposicao indireta. Além disso, 0s
residuos desses compostos podem permanecer nas culturas pos-colheita e inclusive
apos algumas etapas de processamento dos alimentos (REGUEIRO et al., 2015).

Em 2009, 35,7 toneladas de fungicidas, de 87 ingredientes ativos, distribuidos
em 325 marcas comerciais, foram comercializados no Brasil. Em 2009,

encontravam-se na primeira colocacdo dos fungicidas organicos mais vendidos o



carbendazin, seguido do tiofanato metilico, mancozebe, tebuconazol, clorotalonil,

piraclostrobina e metiram (IBAMA, 2010).

2.1.2.1.1 Ditiocarbamatos

Os ditiocarbamatos (DTC) sédo a classe de derivados dos tiocarbamatos,
estruturalmente formados por dimetilditiocarbamatos (DMDC) (HANO et al., 2015).
Sao compostos organicos sulfurados derivados do &cido bisditiocarbamico
desenvolvidos no inicio das décadas de 1930 e 1940 (mancozebe, tiram, manebe,
ferbam, ziram e zinebe) (HANO et al., 2015; SZOLAR et al., 2007). Seus sais vém a
ser 0 1,2-hisditiocarbamatos, dependendo do nome quimico comum do fungicida, do
grupo quimico (metil, etil, etc.) e do metal envolvido (FERNANDEZ-NORTHCOTE,
2001).

Os DTC séao os fungicidas mais amplamente empregados na agricultura em
todo o mundo (HOFFMAN, TROMBETTA, HARDY, 2016) devido ao seu amplo
espectro de atividade biologica, baixo custo de producdo e perfil seguro de
toxicidade biolégica e humana (BOXTEL et al.,, 2010; CRNOGORAC, SCHWACK,
2009; MUJAWAR et al., 2014). Possuem acao contra aproximadamente 400
patdgenos e sdo os fungicidas mais frequentemente detectados em programas de
monitoramento mundial (BLASCO et al., 2002).

Apesar dos efeitos toéxicos quando empregados na area agricola, os DTCs
estdo sendo muito aplicados na medicina devido as suas propriedades de acéo
antibacteriana, antituberculosa, antifiungica e antioxidante (KANCHI, SINGH,
BISETTY, 2014), sendo efetivos no tratamento contra o alcoolismo (dissulfiram), e
no tratamento do cancer (Li et al., 2015a) e HIV (SZOLAR et al., 2007). Também
apresentaram ter atividade especifica contra bactérias Gram positivas
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (TAN et al., 2015), como
protetores do sistema neural, pela reducédo do estresse oxidativo e da inflamacéao,
evitando asfixia e danos cerebrais em neo-natos (WANG et al., 2013).

Apresentam agao na inibicdo de a-carbonicas em mamiferos, que séo drogas
alvos para agentes anti-glaucoma ou antitumorais (BOZDAG et al., 2015) e na
profilaxia para conter o Trichomonas vaginalis, em infec¢cdes vaginais (BALA et al.,
2015). Devido a forte habilidade de quelar ions metalicos, estdo envolvidos na

terapia de quelagdo de metais em casos de intoxicagdo (MATIAS et al., 2011) e na



remocdo de metais pesados (Pb, Cd, Cu e Zn) de aguas poluidas (ABUL-EL-
HALAYA, ZABIN, 2015; Li et al., 2015b).

O principal subgrupo dos DTC séao os etileno-bis-ditiocarbamatos (EBDCS),
qgue podem formar quelatos poliméricos e sdo insollUveis tanto em 4gua como em
solvente organico (ABARKELI, 2015; BONNECHERE et al, 2011). Sdo empregados
na agricultura ha mais de quarenta anos como fungicidas nao-sistémicos,
controlando um grande espectro de fungos, principalmente em regides quentes e
umidas, sendo indicados para uso em ampla variedade de cereais, frutas, verduras e
legumes (CORSINI et al., 2005; GARCINUNO, FERNANDEZ-HERNANDEZ,
CAMARA, 2004a).

Todos os EBDCs possuem um esqueleto organico comum: C4HgN,S4, 0 que
diferencia os compostos do grupo é a adicdo de um ion metéalico. Além das
estruturas quimicas semelhantes, apresentam as seguintes caracteristicas:
capacidade de liberar CS, durante a degradacdo, biotransformar-se em
etilenotiouréia (ETU), capacidade de complexar ions metalicos fisiolégicos, como o
cobre (EPA, 2001), alta instabilidade no meio ambiente, sendo geralmente instaveis
na presenca de umidade, oxigénio e nos sistemas biolégicos (GARCINUNO,
FERNANDEZ-HERNANDEZ, CAMARA, 2004a).

Manebe, mancozebe, zinebe e metiram pertencem ao grupo dos EBDC
(CALDAS, TRESSOU, BOON, 2006; CORSINI et al., 2005; WHITE, OPPIN, 2004).
O mancozebe é um composto organico que contém ambos os ions Zn e Mn e é
rapidamente degradado a ETU na presenca de agua e oxigénio (ABARKELI, 2015).
Entre os fungicidas o mancozebe é o mais amplamente empregado, detém registro
para praticamente todas as frutas e hortalicas, sendo empregado para proteger
frutas, vegetais e arvores ornamentais contra doencas flingicas (CERNOHLAVKOVA,
JARKOVSKY, HOFMAN, 2009). As estruturas quimicas dos etileno-bis-
ditiocarbamatos registrados no Brasil, permitidos para diversas culturas, estédo

representadas na Tabela 1.



Tabela 1 - Etileno-bis-ditiocarbamatos registrados no Brasil, permitidos para
diversas culturas, e suas respectivas estruturas quimicas.

Etileno-bis-ditiocarbamatos Formula Estrutural
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Fonte: CALDAS et al., 2004; HOFFMAN, TROMBETA, HARDY, 2016.

2.1.2.1.2 Triazbis

Os triaz0is sdo compostos organicos de acao sistémica que apresentam
elevada fungitoxicidade a inUmeros patdgenos, pois conseguem acessar a partes
nao expostas dos patégenos (SILVA, 2011). Dentre os modernos fungicidas triazois
tem-se desde compostos extremamente seletivos e de alta translocacdo na planta
até mesmo os menos seletivos e de baixa translocacdo. A relacdo entre rapida
translocacédo e a acao fungicida na planta depende da sua lipossolubilidade e da sua
hidrossolubilidade (JULIATTI, 2011).



2.1.2.2 Inseticidas

2.1.2.2.1 Organofosforados

Os organofosforados (OPs, do inglés organophosphorus) sdo largamente
aplicados na agricultura e séo classificados entre os agrotoxicos de maior toxicidade.
Em 1942, o exa-etil-tetra fosfato (HETP) foi o primeiro organofosforado empregado
como inseticida na agricultura, desde entdo, numerosos OPs sdo empregados como
inseticidas, fungicidas e herbicidas. Os organofosforados podem ser degradados de
forma simples, sdo pouco solUveis em agua, mas possuem boa solubilidade em
solventes organicos (SAMSIDAR et al., 2018).

S8o ésteres derivados do acido fosforico, com distintas formas de
substituicdo, gerando uma grande variedade de compostos (BELDOMENICO et al.,
2005). Comparados com agrotoxicos organoclorados, OPs e os carbamatos séo a
melhor escolha uma vez que possuem um preco mais acessivel, facilidade de
obtencao, baixa persisténcia no ambiente e largo espectro de aplicacdo e também

séo capazes de destruir um grande numeros de pragas (SAMSIDAR et al., 2018)

2.1.3 Aspectos toxicoldgicos dos agrotoxicos

A classificacdo toxicologica dos agrotoxicos € fundamental para o
conhecimento da toxicidade aguda ou crénica desses compostos, 0s quais, por sua
prépria natureza, sdo potencialmente perigosos para a saude humana e para o
ambiente quando manipulados de forma inadequada (BARBOSA, 2004). A
toxicidade pode ser classificada de acordo com seu poder agudo de causar danos
em relacdo a Dose Letal (DLsp), que € a dose necessaria para matar 50% de uma
populacdo de estudo em um periodo de 14 dias (PROYECTO D09R1006, 2013).

Geralmente, os produtos de degradacdo dos agrotoxicos possuem uma
toxicidade menor do que os seus produtos de origem. Entretanto, em alguns casos,
estes produtos sdo mais téxicos, como é o caso dos ditiocarbamatos, o que
representa um grande risco para 0 homem e para o ambiente, devendo-se
considera-los durante o processo de avaliacdo dos riscos ambientais (ANDREU,
PICO, 2004).



Enquanto os dados de toxicidade aguda de muitos desses produtos quimicos
sdo abundantes, sabe-se que os resultados do efeito tardio sdo mais limitados. A
Organizacao Mundial de saude (WHO, do inglés World and Health Organization)
estima que haja 50 casos de intoxicagOes para cada caso relatado e publicado, ou
gue entre um a cinco milhdes de trabalhadores na agricultura sofrem algum tipo de
intoxicagéo por ano (DASGUPTA et al., 2007).

No Brasil, a classificacdo toxicoldégica dos agrotoxicos estd a cargo do
Ministério da Saude e da Legislacdo Federal que regulamenta que os rétulos dos
agrotoxicos devem possuir uma faixa colorida indicativa de seu grupo. Esta
classificacdo é fundamental para o conhecimento da toxicidade do produto e
instituicdo do tratamento especifico (ARAUJO, 2001), além de trazer informaces em
relacéo aos dados de dose letal de cada classe, conforme demonstrado na Tabela 2
(CAMAROTTO, CORDEBELLO, BRASIL, 2004).

Tabela 2 — Classificacdo toxicoldgica, cor da faixa presente nos rétulos dos frascos
de agrotoxicos e a Dose Letal (DLsg), segundo a classificacéo toxicoldgica.

Dose capaz de

Toxicidade Classificagao (mDLk50'1) matar uma pessoa
9 K9 adulta
Extremamente toxicos Classe | — Faixa vermelha <5 1 pltadg;;slgumas
Altamente toxicos Classe Il — Faixa amarela 5-50 Algumas gotas a 1
colher de cha
Mediamente toxicos Classe Il — faixa azul 50-500 1colherdechaa?
colheres de sopa
Pouco toxicos 500 - 5000 2 colheres de sopa a
. um copo
Classe |V — Faixa verde P
Muito pouco téxicos > 5000 1 copoallitro

Os etilenobisditiocarbamatos ligados a metais exercem sua acdo toxica
através de diferentes mecanismos. Relativo ao mecanismo envolvido na toxicidade
crbnica destes compostos, a maioria dos estudos estdo focados nos efeitos
adversos a saude, causados pela ETU, responsavel por efeitos teratogénicos,
carcinogénicos e goitrogénicos (WHO, 1988). A ETU pode ocorrer como

contaminante do produto formulado, ou ser formada durante o armazenamento



desses produtos em funcao de condi¢des de temperatura e umidade, representando
de 15-48% dos metabdlitos totais excretados na urina (COLOSIO et al., 2002).

Os EBDC reagem com enzimas sulfidrilicas e outros compostos sulfidrilicos (-
SH) envolvidos na respiracdo, e como estes radicais estdo presentes em muitas
estruturas dos fungos, estes fungicidas podem inibir um grande nimero de enzimas
e, portanto, interferir em muitos processos metabdlicos além dos especificos
(CARNIEL, 2015). Estes fungicidas séo classificados pela Agéncia Americana de
Protecdo Ambiental (EPA, do inglés Environmental Protection Agency) como
carcinogénicos do tipo B2, isto é, comprovadamente carcinogénicos para animais de
laboratdrio e suspeitos para o homem (FUSTIONE, CAMPO, COLOSIO, 2005).

Devido a crescente preocupacao em relacdo a saude pela exposicdo aos
fungicidas EBDCs, especialmente manebe e mancozebe, novos fungicidas vem
sendo descobertos recentemente. Estes fungicidas apresentam novos mecanismos
de acao, incluindo compostos que afetam a biossintese da parede celular em fungos
(dimetomorfe), a biossintese do esterol em membranas (fenexamide), a respiracéo
fungica (ametocrabina, boscalida, ciazofamida, crezoxim-metilico e piraclosrobina)
ou ainda modo de acao desconhecido (metrafenona).

Alguns destes compostos foram incluidos na lista da EU de produtos
autorizados para protecdo de plantas, de acordo com a Comissdo de Regulagéo
(EC) N° 1107/2009. As principais propriedades destes novos fungicidas sdo seu
largo espectro de acéo, sua especial propriedade de penetracdo e redistribuicdo e
sua longa estabilidade, o que resulta em melhor eficacia, permitindo o uso em baixas
concentracfes das substancias ativas.

Segundo estudo da agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA-EUA),
animais de laboratério expostos a DTC apresentam neuropatologias, tireoidismo e
distirbios no sistema nervoso central. Esses estudos sugerem que esses efeitos
podem estar associados a formacdo de um metabdlito em comum: o CS,, que pode
induzir a neuropatias (EPA, 2001), causar decréscimo no nivel de testosterona
sérica, mudancas degenerativas no tecido testicular, afetar a espermatogénese e
provocar alteracdes epididimas (KSHEERASAGAR, KALIWAL, 2003).

A acdo toxica do mancozebe e manebe € avaliada pela porcdo organica e
pelo metal componente. As intoxicagbes por esses compostos frequentemente

ocorrem pelas vias oral e respiratoria, podendo também ser absorvidos por via



cutanea. Nos casos de exposicéo intensa provocam dermatite, faringite, bronquite e
conjuntivite (ECKERMAN, GIMENES, SOUZA, 2007).

Em relacao aos triazéis, a presenca do anel triazol nas moléculas desta
classe é responsavel por seu mecanismo de acao fungicida. A atividade fungicida é
desempenhada pela inibicdo direta da enzima lanosterol 14-alfa-desmetilase
(CYP51), responséavel por uma das etapas de biossintese do ergosterol, derivado do
colesterol, e cuja auséncia prejudica a fluidez e integridade das células dos fungos
(ZAM et al., 2003). Em seres humanos a enzima esterol 14-alfa-desmetilase esta
presente em diferentes tecidos e, por isso, h4 a probabilibdade que o mesmo
mecanismo de acdo fungicida seja também responsavel por efeitos toxicos
observados em mamiferos. Em estudos realizados com animais de laboratério foram
observados efeitos adversos no desenvolvimento reprodutivo, efeitos de
hepatotoxicidade, hepatocarcinogenicidade e producdo de tumores na tiredide e
testiculos por via ndo-genotipica (ESFA, 2009).

No caso dos organofosorados, 0 mecanismo de acéo responsavel pela acao
toxica, € a habilidade de bloquear a acetilcolinesterase (AChE), uma enzima chave
no sistema nervoso central (SNC) de humanos e insetos. A inibicdo da AChE a
impossibilia de exercer sua funcdo de hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (Ach)
em colina mais acido acético, o que leva ao acumulo do neurotransmissor
acetilcolina, podendo causar danos ao SNC (SAMSIDAR et al., 2018). A AChE esta
presente no SNC, no sistema nervoso periférico (SNP) e também nos eritrocitos
(BELDOMENICO, et al., 2005). Entre os efeitos de intoxicacdo aguda mais
frequentemente associados a exposicdo a esses compostos estdo disfuncbes
neurocomportamentais, cognitivas e neuromusculares (SILVA, 2011), sendo a

inibicdo causada pelos OP praticamente irreversivel.

2.2 CONTAMINACAO AMBIENTAL E HUMANA

Apesar da poderosa acao no controle de pragas e doencas, o amplo emprego
dos agrotoxicos na agricultura apresenta muitos impactos negativos, pois eles séo
nocivos a saude humana e ao ambiente devido a suas propriedades de
bioacumulacdo (SAMSIDAR et al., 2018). Uma vez que os agrotdxicos atingem o
solo, eles podem afetar as suas propriedades fisico-quimicas, tornando-o infértil

através da contaminacdo. Uma vez que o solo esteja contaminado, o agrotoxico



pode permanecer retido por muito tempo, sendo absorvido pelas raizes das plantas,
podendo inclusive causar a morte de microorganismos que interagem com as raizes
e colaboram com o crescimento das mesmas (NOBREGA, 2014).

O ambiente aquéatico € o mais atingido, para onde grande parte dos
agrotéxicos € destinada, aumentando a preocupagdo com a contaminacao,
principalmente, quando a 4gua é destinada para o consumo humano. Os principais
problemas causados pelos agrotoxicos no ambiente aquético estdo diretamente
ligados ao escoamento superficial ou enxurrada, uma vez que ao atravessar o solo,
a agua dissolve e transporta uma série de substancias nele presente, incluindo os
agrotéxicos, movimentando o produto quimico pelo solo, podendo contaminar
lencgais freaticos, rios e lagos (NOBREGA, 2014).

A contaminacdo de corpos de agua com agrotOxicos provenientes da
agricultura pode representar uma ameaca significativa para os organismos do
ecossistema aquatico e as fontes de agua potaveis, entretanto, o risco para a
comunidade aquatica e para a saude humana podem ser reduzidos
substancialmente com o uso de medidas apropriadas, pois se tem o conhecimento
prévio de que uma parte dos agrotoxicos acaba no solo e acaba por contaminar as
aguas adjacentes (CARNIEL, 2015; REICHENBERGER et al., 2007)

A contaminacdo do ambiente por agrotoxicos pode se originar por fontes
pontuais ou difusas, as quais muitas vezes nao estdo bem diferenciadas. A
contaminacao difusa se origina durante a aplicacdo dos agrotoxicos no campo, com
as perdas por deriva, enquanto que a contaminacao pontual se origina no local de
preparacao dos agrotéxicos, anterior a sua aplicacdo (CASTILLO, TORSTENSSON,
STRENSTRON, 2008b). A fim de proteger o ambiente e a saude humana, é
importante desenvolver metodologias para prevenir a contaminagao por agrotoxicos
a partir de fontes pontuais (VISCHETTI et al., 2004).

Existem trés etapas criticas que geralmente estdo envolvidas na
contaminacdo ambiental. A primeira etapa consiste no derramamento dos
agrotoxicos concentrados ou suas dilui¢cdes fora do tanque pulverizador; a segunda
etapa ocorre durante a pulverizacdo dos agrotoxicos no campo e a terceira etapa
esta relacionada a administracdo dos residuos dos agrotdxicos provenientes dos
tanques de pulverizacdo. Se o0s agrotoxicos fossem utilizados nas doses

recomendadas e aplicados usando técnicas modernas de acordo com as boas



praticas agricolas, o risco de contaminacdo do ambiente pela pulverizagdo no campo
(etapa 2) seria pequeno.

No entanto, o risco é maior na primeira e na terceira etapa, as quais podem
originar contaminacado pontual. A primeira etapa contribui com pequenos derrames,
mas em concentracdes elevadas dos agrotdxicos, uma vez sdo manuseadas
solugbes concentradas. A terceira etapa contribui com maior volume, mas o0s
agrotoxicos estdo menos concentrados, pois estdo diluidos no tanque de lavagem
ou ficam retidos nas paredes externas do tanque também em soluc¢des diluidas
(CASTILLO, TORSTENSSON, STRENSTRON, 2008b).

Para o emprego correto dos agrotoxicos é essencial conhecer suas
caracteristicas, o que permitira compreender o0s principios ativos e sua acao,
predizer seus efeitos nos organismo e os diferentes processos que podem ocorrer
no ambiente. A adsorcdo e a mobilidade dos agrotoxicos nos solos dependem das
caracteristicas ibnicas ou neutras da molécula, da sua solubilidade em agua e da
sua polaridade, assim como da natureza coloidal na fracdo dos solos, da argila e da
matéria organica. Adsorcdo e dessorcdo dos agrotoxicos nos solos € o principal
fendbmeno de retencdo que determina seu transporte, transformacdo e efeitos
biologicos em solos ambientais (DIEZ, 2010).

Quando aplicados no campo, os agrotéxicos acabam sendo difundidos paro o
ambiente, por processos de retencdo (sorcdo), de transformacdo (degradacao
biologica e decomposicdo quimica), de transporte (deriva, volatilizacdo, lixiviagdo e
carreamento superficial), e por interacdes desses processos (CARNIEL, 2015)

conforme ilustrado na figura 1.



Figura 1 — Rota dos agrotoxicos apoés aplicacdo no solo.
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Fonte: OLIVEIRA Jr., REGITANO, 20089.

E importante compreender o processo de lixiviagdo, ocasionado por agua
infiltrada, o que depende da quantidade de agua que contém um determinado solo,
assim como o processo de volatilizacdo, onde o0s agrotoxicos suscetiveis sao
perdidos mais rapidamente, diminuindo sua acdo e aumentado o grau de
contaminacdo. Também os processos de absorcdo, dependente dos ventos e
chuvas apos aplicacdo bem como o processo de degradacdo, quer seja pela luz
solar, microorganismos ou reacdes quimicas (PROYECTO D09R1006, 2013).

O tempo de permanéncia dos agrotéxicos nos solos depende de quéao
fortemente eles estejam ligados aos componentes do solo e quao rapidamente ele é
degradado, e isto depende das condi¢cdes ambientais no tempo da aplicacdo, como
por exemplo, a quantidade de agua no solo. Ainda ha que se considerar a influéncia

das caracteristicas fisicas e quimicas do solo, como o contelddo da mistura,



conteudo e classe da matéria organica e do pH na sorcédo/dessorcéo e degradacéo
dos agrotdxicos e seu acesso as aguas superficiais e subterraneas.

A temperatura é outro fator que pode afetar o comportamento dos agrotdxicos
no solo e alguns investigadores tém notado que o pH ocupa um papel importante na
adsorcdo dos compostos com grupo funcional acido no carbono ativado em solos
uma vez que sua forma neutra e iOnica apresenta diferentes propriedades de
adsorcao (DIEZ, 2010)

A exposicdo aos agrotoxicos afeta ndo apenas pessoas expostas
ocupacionalmente (exposicao direta), mas também a populacdo em geral (exposicao
indireta), que entra em contato com estes compostos através do uso domeéstico,
consumo de aguas e alimentos contaminados. A exposicdo ocupacional pode
ocorrer na industria (durante as etapas de producéao e formulacdo dos agrotoxicos),
na agricultura (aplicacdo no campo, manutencao) e saude publica (desinfestacao,
exterminagdo de vermes, etc.) (APREA, 2012). A forma de exposi¢cdo ocorre de
modo variado nestes diferentes setores, os agricultores envolvidos com o préprio
ingrediente ativo sdo 0s mais expostos, devido a alta concentracdo dos agrotoxicos,
especialmente quando se trabalha com tanques de pulverizacdo e ndo séao
empregados os equipamentos adequados de protecédo individual (APREA, 2012).

Em vista desses problemas, a utilizacdo de agrotoxicos é alvo de inUmeras
criticas direcionadas a politica adotada pelos paises que mantém a liberacdo dos
mesmos, sem um controle rigido, que ndo investem em pesquisas ou nhao
implementam técnicas alternativas voltadas para a agricultura, que sejam menos
danosas a saude e ao meio ambiente (CAMAROTTO, CORDEBELLO, BRASIL,
2004). Devido as preocupacdes ambientais relativas a este problema, had uma
grande necessidade de se desenvolver métodos para a remediacdo de agrotoxicos
(COPPOLA et al., 2011).

Por esta razdo, a biorremediacéo, que utiliza microorganismos para degradar
poluentes em compartimentos ambientais, tem ganhado aceitacdo como uma
alternativa para a remocédo destes poluentes, sendo uma alternativa ambiental e
economicamente viavel, reduzindo custos e diminuindo ou eliminando a utilizacédo de
processos industriais para resolucdo destes problemas (COPPOLA, CASTILLO,
VISCHETTI, 2011; FOGG et. al, 2003; SPLIID, HELWEG, HENRICHSON, 2006).

Muitas obras de biorremediacdo tem se concentrado em microorganismos

gue realizam a degradacédo de diferentes compostos, o que demonstra que oS



tratamentos biol6gicos sdo econdmicos e eficientes como instrumentos ecol6gicos

para controlar e prevenir contaminantes organicos (COPPOLA et al., 2011).

2.3 SISTEMAS DE CAMAS BIOLOGICAS (BIOBEDS)

Até o presente momento, a legislacdo brasileira ndo orienta por meio de
decretos, leis, ou regulamentos, como efetuar corretamente o descarte de efluentes
com residuos de agrotéxicos provenientes dos equipamentos de aplicacao agricola.
Entretanto, em alguns paises, os sistemas de camas bioldgicas ja estdo incluidos
nas Boas Praticas Agricolas, para a completa degradacdo destes residuos
(KARANASIOS, TSIROPOULAS, KARPOUZAS, 2013; SPLIID, HELWEG,
HENRICHSON, 2006; VISCHETTI et al., 2008). No Brasil, ainda nao existem
estudos que indiquem a eficiéncia deste sistema, 0s primeiros estudos neste sentido
estdo sendo realizado na Embrapa Uva e Vinho em Vacaria no RS (CARNIEL,
2015).

O sistema de cama bioldgica (biobed) foi desenvolvido na Suécia na década
de 1990, e desde entdo comecou a ser implementado em varios paises da Europa
(CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008a), América Latina (RIVERO et
al., 2016) e Asia (GAO et al., 2015). Esse sistema possui uma construcéo simples, a
partir de materiais de baixo custo, o que a torna ambiental e economicamente viavel.
Sua funcdo principal € reter e degradar os agrotoxicos de possiveis derrames,
evitando que estes cheguem aos solos e posteriormente aos cursos de aguas
subterraneas e superficiais (DIEZ, 2010; TORSTENSSON, CASTILLO, 1997,
TORSTENSSON, 2000; VISCHETTI et al., 2007).

O projeto inicial da cama biolégica consistia basicamente em um fosso,
impermeabilizado ou ndo, preenchido com uma mistura denominada de biomistura
(biomix), composta de palha, turfa e solo agricola na proporcao de 2:1:1 (50:25:25
% de volume) revestida por uma cobertura vegetal. O residuo € depositado no
sistema pelo enchimento dos tanques pulverizadores e pela lavagem dos
equipamentos em rampas construidas sobre o fosso, ou entdo derivados de um local
com piso impermeavel feito de concreto, onde sédo executadas as atividades com o
agrotoxico e o manejo do pulverizador (CASTILLO et. al., 2008; CASTILLO,
TORSTENSSON, STENSTROM, 2008; FAIT et al.,, 2007; FOGG et. al., 2003;
ROFFIGNAC et al., 2008), conforme demonstrado na Figura 2.



Figura 2 — Diagrama dos componentes que estdo presentes em um sistema de
cama biologica classica, representando o modelo original desenvolvido na Suécia.
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Fonte: CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008).

Os residuos de aguas contaminadas de manejo agricola sdo descarregados
na cama bioldgica, onde, por lixiviagdo através da camada de biomistura sao
descontaminadas, devido a processos de adsorcdo e acdo microbiana (cultivada e
selecionada dentro da biomistura) capaz de degradar e/ou metabolizar residuos de
agrotoxicos. A agua contendo os contaminantes € lixiviada através da biomistura
mantida com um nivel elevado de umidade que permite a sobrevivéncia e o
desenvolvimento dos microorganismos. A eficiéncia do sistema € alta e ja
demonstrou que pode diminuir alguns residuos na agua em mais de 90%
(COPPOLA, et al, 2011).

Existem dois modelos de sistemas de camas bioldgicas: o sistema
impermeavel e o sistema permeavel. O modelo permeéavel ndo esta isolado do solo
por uma camada sintética impermeabilizante, o0 modelo original da Suécia pertence a
este grupo. Em muitos casos, uma camada natural de argila pode estar presente no
fundo do poco do sistema de cama biolégica, ou esta camada pode ser adicionada.
N&o ha coleta de agua ou drenagem neste sistema, conforme pode ser visto na
Figura 3 (CASTILLHO, TORSTENSSON, STRENSTRON, 2008).



Figura 3 — Modelo de sistema de cama biolégica permeavel com (a) uma camada
adicionada ou (b) uma camada natural de argila.
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Fonte: CASTILLHO, TORSTENSSON, STRENSTRON, 2008.

O modelo impermeéavel é semelhante ao original desenvolvido na Suécia, mas
€ revestido por uma camada impermeavel sintética (plastico, lona, concreto, etc.),
gue o isola do solo. Este modelo permite a coleta de 4gua e uma etapa de drenagem
especial, em pogos que sao construidos lateralmente a cama bioldgica (Figura 4). A
camada de drenagem (camada de cascalho, pedra britada ou areia) € normalmente
localizada abaixo da camada de argila, modelo que esta em uso no Reino Unido
(CASTILLHO, TORSTENSSON, STRENSTRON, 2008).

Figura 4 — Modelo de cama bioldgica impermeéavel qguando isolada com uma camada
impermeabilizante que permite a coleta da dgua drenada em pocos.
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Fonte: CASTILLHO, TORSTENSSON, STRENSTRON, 2008.
Desde o desenvolvimento inicial, a difusdo desta eficiente forma de
degradacdo de residuos de agrotoxicos foi sendo aprimorada e modificada para

diferentes sistemas em varios paises, sendo algumas variagcbes denominadas



Biobac ou Phytobac na Franca, biofilter na Bélgica, biomassbed na Italia
(KARANASIOS, TSIROPOULAS, KARPOUZAS, 2013; SPLIID, HELWEG,
HENRICHSON, 2006; VISCHETTI e.t al., 2008), biobac e biomesas na Ameérica
Latina e biobeds modificados em varios outros paises como Dinamarca, Holanda,
Est6nia, Polénia (CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008) e na China
(GAO et al., 2015). O conceito desses sistemas € bastante similar, pois todos
consistem em uma matriz biolégica que retém os agrotéxicos na matéria organica ou

particulas do solo, conforme a Figura 5.

Figura 5 — Sistemas de camas bioldégicas em alguns paises: (a) o Biobed original
desenvolvido na Suécia, onde o residuo é colocado para degradacdo e sofre
lixiviacdo gradual; (b) Phytobac, que inclui um sistema de mais de um ciclo acrescido
na mesma Biomistura, que sofre evaporacao; (c) sistema de Biobed fechado, onde o
residuo é adicionado e a seguir transferido para area com cobertura vegetal; (d)
sistema com biofiltros.
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Fonte: de WILDE, 2010.

O aperfeicoamento dos sistemas de camas biolégicas ocorre conforme
variacbes do clima e temperatura, possuindo sistemas de drenagem aberta,
implantados onde o regime de chuvas € baixo, e a degradacdo do agrotoxico ocorre
de forma mais rapida. Os sistemas de drenagem fechada, onde o residuo é

degradado por mais tempo, normalmente é adotado devido a uma probabilidade



maior de o residuo sofrer lixiviagdo antes de ser decomposto (CASTILLO,
TORSTENSSON, STENSTROM, 2008; DIEZ, 2010; FAIT et al., 2007; FOGG et al,
2003; KARANASIOS et al., 2010; ROFFIGNAC et al., 2008; SNIEGOWSKI et al.,
2011; SPLIID, HELWEG, HENRICHSON, 2006; TORSTENSSON, 2000; VISCHETTI
et al., 2008).

2.3.1 Elementos que compd&em uma cama biolégica

Além dos componentes basicos de uma cama bioldgica, o sistema pode
contar com outros elementos, dependendo da necessidade do usuario. De acordo
com Castillo, Torstensson e Stenstrom (2008), a eficiencia de retencéo e
degradacéao dos agrotoxicos depende de cada um dos componentes do sistema, que
pode apresentar a seguinte composicao:

v/ Camada de argila: a argila tem baixa permeabilidade e alta capacidade
de sorcao, € usada como uma camada impermeavel que auxilia a diminuir o fluxo
de agua para a parte inferior da cama biologica aumentando o tempo de retencao
dos agrotoxicos. A pré-condicdo para uma camada de argila ser funcional é que
esta deve ser umida e inchada para evitar a formacédo de rachaduras e prevenir
processos de fluxos preferenciais, pois pode ocorrer um fluxo preferencial se a
argila secar por fora, por exemplo, por evapotranspiracdo ou por pausa no fluxo
capilar de agua, tais condi¢cdes podem surgir quando uma camada de drenagem €&
colocada por baixo da camada de argila, como no caso dos sistemas permeaveis.

v/ Biomistura: deve ter a capacidade de reter e degradar os agrotéxicos,
promovendo uma alta capacidade de ligacao e atividade microbioldgica. Estas duas
propriedades sao afetadas pela composicdo, homogeineidade, tempo de uso,
umidade e temperatura da biomistura. Esta camada € a parte mais importante da
cama biologica, sendo composta por 25% de turfa, 25% de solo e 50% de palha,
misturados homogeneamente. Cada componente ocupa um importante papel na
eficiéncia da retencdo e degradacdo dos agrotoxicos, reduzindo a sua
concentracdo, devido a degradacdo produzida pelos microorganismos que se
encontram na mistura.

A escolha do material organico a ser usado como biomistura € crucial. A

eficiéncia da biomistura na descontaminacdo depende da habilidade de adsor¢éo do

material e da presenca de microorganismos ativos na biomistura, genotipica e



fenotipicamente versateis para a degradacdo de diferentes residuos mesmo em
altas concentracdes. Diferentes tipos de materiais organicos podem ser empregados
na degradacdo dos residuos de agrotoxicos, e a escolha estd estritamente
relacionada com a disponibilidade local e o custo. Dentre os materiais organicos
disponiveis destaca-se a alta eficiéncia de algumas misturas organicas contendo
material lignocelulésico devido a presenca de fungos que sdo muito ativos na
biodegradacao de residuos persistentes (COPPOLA et al, 2011).

v' Cobertura vegetal: camada de grama que contribui grandemente para o
aumento da eficiéncia da cama biolGgica, especialmente na parte superior da
biomistura onde a maioria dos agrotoxicos séo retidos e degradados, e controlando
a lixiviagdo dos agrotdxicos que apresentam maior mobilidade, mantendo a
umidade da biomistura. Dessa forma, favorecendo a evapotranspiracdo e
permitindo uma maior degradacdo a nivel da raiz pelas enzimas peroxidases.
Também ajuda a regular a mistura do sistema por criagdo de um transporte de
agua para cima. Uma biomistura em sistemas sem camada de grama e turfa pode
ser dificil de ser balanceada.

v/ Cascalho: cobertura de pedras pequenas de aproximadamente 10 cm
de espessura localizada no fundo da cama biolégica, entre a biomistura e a
cobertura impermeabilizante. Atua como um filtro para evitar que residuos
organicos provenientes da biomistura possam entupir o sistema de drenagem e
recirculacao.

v' Areia: cobertura com aproximadamente 5,0 cm de espessura que
exerce a funcéo de filtragem, mais eficiente que o cascalho e mais fino que a argila;
sua utilizacao € opcional.

v' Sistema de impermeabilizacdo: Consiste em um revestimento das
paredes e do fundo do fosso, por concreto ou outro material impermeéavel. Este
revestimento tem a funcdo de atuar como uma barreira para evitar o contato dos
agrotoxicos com o solo adjacente a cama biolégica. Sobre este revestimento se
instala uma geomembrana que atua como um filtro dos liquidos percolados.

v/ Sistema de suporte: Consiste em uma estrutura metalica, onde o
equipamento sera apoiado, desde que suporte 0 seu peso.

v' Sistema de recirculacdo: Consiste em um poco com revestimento de

concreto conectado ao sistema da cama biologica e a uma bomba, cuja funcéo



principal é receber e conter os liquidos percolados desde a biomistura, fazendo com
gue eles circulem novamente pela cama biolégica.

v' Teto de protecdo: Consiste em uma estrutura que tem a funcdo de
proteger a cama bioldgica de chuvas, evitando a saturacdo da biomistura com
excesso de agua. Na Figura 6 pode ser visualizado cada componente da cama

bioldgica.

Figura 6 — Componentes de uma cama bioldgica. Biomistura (A), cobertura vegetal
(B), camada de cascalho (C), sistema de impermeabilizacdo (D), sistema de
recirculacdo (E), teto de protecdo (F), sistema de suporte para a maquina ou
implemento agricola (G)

Cama Biologica

Fonte: (PROYECTO D09R1006, 2013.

2.3.2 Componentes da Biomistura

A principal funcdo da biomistura € promover uma flora microbiana robusta
com uma capacidade eficiente e duravel de degradacdo de agrotdxicos. Portanto,
guando se altera a composi¢cdo original no sistema de camas biolégicas sem

considerar sua proporcionalidade e componentes, pode ocorrer um enfraquecimento



funcional, podendo levar a uma diminui¢cdo na taxa de degradacao dos agrotoxicos e
ao acumulo de metabdlitos, os quais podem ter efeitos toxicos na quantidade
microbiana e em sua atividade (VISCHETTI et al., 2007).

A biomistura é constituida basicamente de trés compostos: o solo, a turfa e a
palha, podendo ou ndo ocorrer alteracdo desses elementos. O solo corresponde a
25% da composicdo da biomistura e é extraido até 20 cm de profundidade da
superficie da terra, sem a camada de vegetais e de um mesmo lugar da
propriedade. Os solos mais adequados para o uso em camas bioldgicas sdo aqueles
gue possuem alto teor de matéria organica, sendo possivel o uso de solos arenosos.
Recomenda-se evitar o uso de solos com grande quantidade de argila, pois estes
diminuem a biodisponibilidade dos agrotoxicos, dificultam a homogeneizacdo na
biomistura e tendem a interagir com a agua, afetando o movimento dos liquidos no
sistema (CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008).

A funcéo do solo é reter os agrotéxicos, dependendo de seu pH e conteudo
de matéria organica, por isso deve ter um conteudo de terra vegetal que promova a
atividade microbioldgica, assim como uma fonte importante de microorganismos que
participem ativamente da degradacdo dos agrotoxicos, 0S quais possam agir
sinergicamente com os fungos. A presenca de bactérias no solo pode aumentar a
degradacao dos agrotoxicos assim como ocorre com outros poluentes organicos.

A turfa € um material organico esponjoso proveniente de um tipo de musgo
extraido de sedimentos naturais, e em geral contém carbono, oxigénio, hidrogénio e
nitrogénio. Possui uma grande capacidade de absorver agua, contribuindo para
manter a umidade do sistema, controle de mistura e também tem a funcédo de
adsorver os agrotoxicos para facilitar sua degradacédo pelos microorganismos além
de contribuir para a regulacdo do pH (CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM,
2008; VISCHETTI et al., 2004, 2007).

O elemento mais abundante na biomistura é a palha, que é o principal
substrato para a degradacao de agrotoxicos e atividade microbiolégica, cuja fungéo
€ estimular a atividade de fungos da podridao branca (Figura 7), com capacidade de
degradar a lignina, através da formacdo de enzimas como as peroxidases e as
lacases (CASTILLO et al., 2001; COPPOLA, et al., 2007; VISCHETI et al., 2007),
uma vez que a grande especificidade destas enzimas as torna adequadas para a

degradacao de misturas de agrotoxicos.



A palha € um material organico com alto teor de lignina e celulose, obtida no
campo, principalmente como residuo de colheita de palha de trigo, aveia ou arroz
(CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008). Apesar da facilidade de se
obter a palha em residuos de colheita, sua obtencdo nem sempre € possivel em
fazendas com atividade fruticola ou florestal, de tal forma que esta pode ser
substituida por serragem, casca de cevada ou casca de aveia. Entretanto, deve-se
ter um cuidado especial, pois estas substituicdes totais ou parciais modificam as
caracteristicas da biomistura (PROYECTO D0O9R1006, 2013).

Figura 7 — Imagem do fungo da podridao branca.

Fonte: CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008.

2.3.3 Fatores que afetam o desempenho das camas bioldgicas

A decomposicdo biologica de agrotoxicos € a forma mais importante de
remover estes compostos do ambiente, pois 0s microorganismos tém a habilidade
de interagir, quimica ou fisicamente, com as substancias, causando mudancas
estruturais ou completa degradacdo das moléculas alvo. Entre a comunidade
microbiana, bactérias, fungos e actinomicetos sdo os principais responsaveis pela
degradacédo dos agrotoxicos, sendo que os fungos geralmente biotransformam os
agrotoxicos em outros xenobidticos, pela introducdo de peguenas mudancas ha
estrutura molecular, liberando um produto ndo-téxico no solo, onde este pode ser
suscetivel a degradacéo por bactérias (DIEZ, 2010).

A degradacdo dos agrotoxicos € principalmente determinada pelas
propriedades da biomistura, enquanto a camada de grama contribui indiretamente

para a degradacdo através da regulacdo do balanco de agua para o0 processo



biolégico na biomistura. Uma biomistura ideal deve promover a sorcdo de
agrotoxicos e uma flora microbiolégica robusta e eficiente, com capacidade de
degradacdo tolerante a altas concentrac@es de agrotdxicos, em aplicacfes repetidas
e em misturas variadas (CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008).

Fatores como composicéo da biomistura, homogeneidade, tempo de vida das
camas bioldgicas, temperatura, fluxo, concentracdo de efluentes e profundidade da
cama sdo parametros fundamentais para o funcionamento das camas biolégicas,
consequentemente € importante estabelecer a propor¢do da biomistura que vai
fornecer a mais alta eficiéncia em sorcao e degradacgéo (DIEZ, 2010).

2.3.3.1 Efeitos da composicdo da biomistura na degradacdo dos agrotdxicos

A composicao da biomistura é crucial para a sorcédo de agrotoxicos e o tipo de
atividade microbiologica prevalente envolvendo a quantidade, a atividade e a
versatilidade genotipica e fenotipica dos microorganismos responsaveis pela
degradacédo dos agrotoxicos e seus metabolitos. A biomistura consiste em palha,
turfa e solo, e a introducdo de outros sistemas bioprofilaticos frequentemente
resultam em modificacdes deste contetdo original.

Podem ocorrer intera¢cdes quando varios agrotoxicos sao degradados, como
competicdo por enzimas degradantes ou inibicdo da degradacdo de certos
agrotoxicos devido a formacdo de metabdlitos toxicos pela degradacdo de outros
agrotoxicos presentes. Por exemplo, TCP, um metabdlito do clorpirifés, possui
atividade antimicrobiana e pode inibir futuras degradacfes do clorpirifds e outros
processos (CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008).

De acordo com Vischetti et al. (2004) e Castillo, Torstensson e Stenstrom
(2008), turfas com maior conteido de matéria organica e maior acidez favorecem o
crescimento de fungos que degradam agrotéxicos, mas uma proporcao de turfa
maior do que 50% diminui a atividade microbiolégica, talvez por tornar o pH muito
baixo e diminuir a disponibilidade de agua. Niveis de turfa de 25% por volume
fornece um pH préximo ao adequado (pH=9) para os fungos que degradam lignina.
O volume final de 25% na mistura no sistema de camas biolégicas é feita no solo
vegetal, o qual contribui na capacidade de sorcdo e degradacdo dos agrotéxicos
pelos microorganismos, especialmente aqueles com a habilidade de degradar

metabolicamente (VISCHETTI et al., 2004). Um fator importante que frequentemente



ativa o sistema de degradacao por ligninas pelos fungos é a limitagdo de nutrientes,
especialmente a deficiéncia de nitrogénio, portanto ndo se recomenda a adicao de
plantas com este nutriente na biomistura, como por exemplo as leguminosas.

Devido a baixa disponibilidade, elevado custo e a limitada sustentabilidade
como substrato renovavel, o uso da turfa tem sido proibido na Europa (OMIROU et
al., 2012) e também na China. Uma alternativa para substituir a turfa é a utilizacédo
de carvdo vegetal, também chamado de biocarvdo, obtido por combustdo de
material vegetal, o qual possui uma elevada capacidade de adsorcdo de
contaminantes organicos, além do baixo custo e disponibilidade, podendo ser
produzido localmente (PROYECTO DO09R1006, 2013). Na China, uma das
adaptacbes mais frequentes para substituir a turfa € usar recursos locais que
exercam a mesma funcdo, como o substrato de cogumelo, uma vez que a China € o
maior consumidor de cogumelos do mundo, e que este é um residuo sélido
remanescente apos o cultivo organico de fungos comestiveis (GAO et al., 2015).

Varios compostos organicos tem sido testados como possiveis substratos na
biomistura, dependendo da disponibilidade na regido/pais especifico
(KARANASIOS, TSIROPOULOS, KARPOUZAS, 2013). Em geral, materiais
lignocelulésicos sdo mais vantajosos, pois sdo uma fonte disponivel em fazendas,
sdo persistentes e fornecem carbono, energia e nutrientes através da sua lenta
degradacédo, sendo desnecessaria a adicdo desses elementos na biomistura.
Materiais organicos com baixo conteudo de lignina ou alta taxa de nitrogénio podem
nao fornecer atividade microbioldgica suficiente para a degradacédo dos agrotéxicos
e seus metabolitos (CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008).

Karanasios et al. (2010) utilizaram residuos de cultura de girassol, folhas de
oliveira, substratos de cogumelos, talos de uvas, cascas de laranja e espigas de
milho para substituir a palha da biomistura, uma vez que estes produtos séo
facilmente encontrados na agricultura grega, em quantidades suficientes e com
baixo ou nenhum custo e no lugar da turfa, foram testadas folhas de oliveira. Os
talos de videira e os substratos de cogumelo mostraram alta capacidade de
adsorcao e degradacdo entre os substratos lignoceluldsicos testados. Substratos
com alto teor fendlico de olignocelulose devem ser evitados, pois mostraram levar a
restricdes na degradacao.

Coppola et al. (2011) utilizaram podas de residuos lenhosos depositadas no

campo h& 5 anos, misturadas com cortes de palhas de trigo. A composi¢cdo da



biomistura foi de 60% de compostagem e 40% de palha de trigo. Os resultados
sugerem que a biomistura organica é capaz de degradar a mistura de fungicidas que
foram aplicados em varias etapas. Em estudo realizado na Costa Rica por Omirou et
al. (2012) a composicdo da biomistura foi modificada, utilizando cascas de citricos e
semente de uvas no lugar da turfa. O substrato mostrou alta capacidade de
dissipacao de fungicidas, com total retencdo dos agrotdxicos.

Coppola et al. (2006), compararam materiais organicos (compostagem
urbana e de jardim individual ou misturados com cascas de frutas citricas ou palha)
com a mistura do modelo original. Encontraram maior teor de degradagcdo dos
agrotéxicos quando utilizaram compostagem de jardim na biomistura, do que com
compostagem urbana e uma maior degradacdo acrescentando cascas de citricos,
provavelmente devido a presenca da enzima peroxidade de manganés que degrada
lignina, presente na biomistura composta por palha. Tortella et al. (2013) testaram
espinhos de pinheiros, folhas de eucalipto e cascas de laranja. Foi observado um
aumento significativo de degradacdo da atrazina, adicionando-se cascas de laranjas
(98%) e folhas de eucalipto (95%), quando comparados ao sistema controle (biobed
tradicional modelo Sueco).

Um estudo desenvolvido na Suécia demonstrou que os niveis de palha na
biomistura se relacionam positivamente com o conteudo de fenoxilases, com a
respiracdo microbiana e com a degradacdo da maior parte dos agrotéxicos
estudados (CASTILLO, TORSTENSSON, 2007). A atividade da enzima fenoxilase é
maior com o contetudo de palha, mas a alta concentracdo de turfa pode inibir a
atividade da fenoxilase por varios mecanismos. A fenoxilase pode ocorrer na forma
livre extracelular em solos e ser facilmente extraida de diferentes formas, mas
também pode se ligar a complexos organominerais e acido humico. Uma vez que a
degradacéao da turfa produz fenol, o qual pode atuar como um inibidor da fenoxilase,
a turfa também pode favorecer a complexacao da fenoxilase com o acido humico e
preservar no solo, e o acido humico pode também reduzir a atividade da fenoxilase
(VISCHETTI et al., 2004).

Em outros estudos, também se observou que a presenca de um material
lignocelulésico na biomistura € indispensavel para a completa degradacao de muitos
agrotoxicos, sobretudo aqueles com anel aromatico que tem a degradacéo atribuida
ao sistema de enzimas degradantes de lignina, porque ocorre uma agcao microbiana

mais robusta em comparagcdo com biomisturas compostas com outros tipos de



materiais organicos (CASTILLO et al., 2001; CASTILLO, TORSTENSSON, 2007;
COPPOLA et al., 2007; VISCHETTI et al., 2007).

Ha pouca compreensdo sobre a aplicacdo de xenobidticos e de como a
presenca microbiana e sua atividade influencia a taxa de biodegradacdo de
agrotéxicos. Varios esforcos tém sido feitos para isolar novos microorganismos que
sdo capazes de degradar diferentes xenobiéticos organicos e o estado atual do
conhecimento € derivado principalmente de estudos de culturas sobre os
microorganismos individuais degradando agrotéxicos individuais, mas a degradacéo
de agrotdxicos em material organico geralmente envolve a conversao bioquimica
dos agrotoxicos por consorcios microbianos (COPPOLA et al., 2011).

Assim, a degradacdo microbiana de agrotdéxicos em camas biologicas pode
ser vista como o resultado final de um complexo e interativo processo de funcdes
metabolicas e co-metabdlicas. A importancia de cada processo depende das
caracteristicas de cada agrotoxico, mas pode ser regulada pela composicdo da
biomistura (KARANASIOS, TSIROPOULOS, KARPOUZAS, 2012). Todos estes
dados comprovam que € possivel alterar a composicao original da cama bioldgica
por substratos ambientalmente e economicamente mais viaveis, e ao mesmo tempo,
manter ou ainda aumentar a eficiéncia de degradacao dos agrotéxicos.

Outro fator chave na eficiéncia das camas biolégicas € 0 manejo da agua,
definida como a frequéncia e a intensidade da carga de aguas residuais em
processos de biopurificacdo (camas bioldgicas). Um estudo realizado por de Wilde
et al. (2010), mostrou que o fluxo de agua afeta fortemente a capacidade de
retencdo da biomistura com turfa e sugeriu que uma carga de agua média de 12,5 L

m° no sistema poderia ser suficiente para a retencao eficaz de agrotoxicos.
2.3.4 Manutencao das camas bioldgicas

Devido a decomposicdo natural que afeta a palha e a compactacdo natural da
biomistura, sua altura diminui aproximadamente 10 cm por ano, portanto, é
necessario agregar biomistura fresca novamente a cama bioloégica e repor a
cobertura da grama antes de comecar a utilizacdo em cada temporada de aplicacéo
de agrotoéxicos. Estima-se que o funcionamento 6timo de uma biomistura seja de 4 a

5 anos, podendo chegar de 6 a 8 anos, motivo pelo qual ao fim deste periodo deve-



se refazer a biomistura, procedimento que deve ser planejado de 2 a 3 meses antes
da temporada de aplicacdo dos agrotoxicos para que a biomistura se estabilize.

O periodo onde ocorre a maior concentracdo do agrotdéxico nas camas
biolégicas € durante a aplicacdo destes nas lavouras. Uma vez ocorrido o derrame,
0Ss agrotoxicos sao retidos na parte superior do sistema e a maior parte € degradada
dentro de um periodo de um ano. Niveis de concentracdo dos agrotoxicos abaixo
dos limites de deteccdo sao encontrados nas partes inferiores, sugerindo um
transporte minimo até o fundo da cama biolégica (CASTILLO, TORSTENSSON,
STENSTROM, 2008).

E importante considerar que a biomistura removida da cama biologica pode
conter quantidades de residuos de agrotdxicos, por este ter sido utilizado
recentemente e muitos agrotoxicos serem degradados lentamente (SPLIID,
HELWEG, HENRICHSON, 2006; VISCHETTI et al., 2008). Possiveis formas de lidar
com este material incluem dispersao, deposi¢cdo em aterro ou incineragao. Algumas
destas técnicas podem levar a depuracdo completa do substrato, mas sao bastante
caras, como € o caso da incineracdo, além disso, ndo podem ser considerados
processos terminais, pois incluem transferéncia do contaminante para outro meio
(TORSTENSSON, 2000).

Para a compostagem da biomistura deve-se ter o cuidado de adequar o
percentual de umidade, com tempo de compostagem entre 6 e 12 meses, apos este
tempo, o material compostado pode ser descartado na propriedade de forma segura,
podendo ser empregado como adubo suplementar (GEBLER, 2011). No entanto,
ainda ndo ha relatos sobre o impacto desta pratica na diversidade e na funcdo dos
micro-organismos do solo, considerando seu papel fundamental como condutores
dos principais ciclos geoquimicos. Esta € uma area de pesquisa futura considerando
a introducdo de ferramentas moleculares avancadas que permitam um melhor
conhecimento da ecologia e funcdes dos micro-organismos do solo (KARANASIOS,
TSIROPOULOS, KARPOUZAS, 2012).

Em estudo pioneiro, Torstensson (2000) mostrou que um periodo de
armazenagem de oito meses pode ser suficiente para a reducédo dos residuos de
agrotoxicos em niveis abaixo dos limites de deteccao, depositando-se o material
sobre a metade de uma lona e usando a outra metade da lona para recobrir (para

evitar lixiviacdo em caso de chuva), sendo monitorado periodicamente.



A umidade das camas biolégicas é de grande importancia uma vez que afeta
a disponibilidade de oxigénio, a atividade microbiolégica e a supersaturacdo do
sistema podendo causar lixiviagdo dos agrotdxicos. A supersaturacdo pode ocorrer,
por exemplo, se o pulverizador é lavado sobre o sistema. Na Suécia, os reatores sao
empregados exclusivamente para manusear agrotdxicos concentrados e para
enchimento dos equipamentos pulverizadores. Durante o periodo de vegetacao, a
lavagem dos pulverizadores, assim como dos tratores, deve ser feitos no campo
(CASTILLO, TORSTENSSON, STENSTROM, 2008; COPOLLA et al., 2007).

2.3.5 Perspectivas futuras - Camas biol6égicas como uma alternativa para o
tratamento de efluentes agroindustriais

Até o momento, o uso de sistemas de camas biologicas € restrito aos
efluentes contaminados por agrotoxicos, produzidos pelas atividades de manejo e
lavagem de maquinas agricolas. Contudo, as atividades agroindustriais alternativas
produzem efluentes contaminados com altas cargas de agrotoxicos. Um exemplo
disto é o tratamento pds-colheita de frutas, que produz grandes volumes de aguas
residuais, as quais contém elevadas concentracdes de fungicidas e antioxidantes,
usados para proteger as frutas da deterioracdo durante o armazenamento, e
constituem uma fonte séria de contaminacdo dos recursos hidricos naturais
(CASTILLO et al., 2000; KARAS et al., 2015).

Apesar da grande producéo de efluentes contaminados, o Unico sistema de
depuracéo disponivel atualmente é baseado em adsorgcédo de agrotdéxicos em carvao
ativado granular (CARNIEL, 2015; KARAS et al., 2015). Este sistema reduz a
concentracdo de contaminantes em até 7000 vezes, no entanto, o elevado custo
para a sua construcdo e manutencdo, além da avancada tecnologia de operacgao
impede a implementacdo em instalacées de embalagem de frutas. Na auséncia de
sistemas apropriados, estes lugares de empacotamento de frutas acabam por
descarregar seus residuos de aguas contaminadas no sistema de tratamento de
aguas municipais, em campos abandonados ou lagoas de evaporacdo (GAO et al.,
2015).

Assim, torna-se necessario um sistema eficiente, de baixo custo e sustentavel
para a depuracdo dos efluentes que recebem esses residuos, que normalmente

continuam contaminados com alguns agrotoxicos resistentes ao tratamento



municipal (GAO et al., 2015). Os sistemas de biopurificacdo do tipo cama bioldgica
podem oferecer uma solucdo integrada para o tratamento de &guas residuais
provenientes da exploracdo e pos-colheita na producdo de frutas. Portanto, com o0s
elevados volumes de &guas residuais (25-100 m®) produzidos pela industria de
embalagens de frutas, dentro de um curto periodo de tempo (3-4 meses), fazem-se
necessaria a adaptacdo deste sistema bem como rotinas de gestdo da agua e
contetudo da biomistura para depurar efetivamente estes efluentes (KARANASIOS,
TSIROPOULOS, KARPOUZAS, 2012).

2.4 LIMITES MAXIMOS RESIDUAIS (LMR)

Limite maximo residual (LMR) é definido pela legislacdo nacional como a
guantidade maxima de residuos de agrotoxicos legalmente aceita nos alimentos,
geralmente expressa em mg Kg™, em decorréncia da aplicacdo adequada de um
produto numa fase especifica da cultura, desde a sua producéo até o seu consumo.
No caso dos ditiocarbamatos, os LMRs s&o0 expressos em mg CS, Kg*, uma vez
gue todos os compostos pertencentes a classe dos ditiocarbamatos formam CS,
guando degradados (ANVISA, 2011).

O Comité do Codex Alimentarius, autoridade de referéncia mundial que
desenvolve normas alimentares, regulamentos e praticas sobre residuos de
agrotoxicos, que € formado pela FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) e pela Organizacdo Mundial de saude (OMS) foi criado em 1966
com o objetivo de estabelecer LMRs aceitaveis, uma vez que € inevitavel a presenca
de muitos destes compostos quimicos nos alimentos. Desde 2005, esses limites sédo
uma referéncia obrigatéria no comércio mundial de produtos agricolas, podendo
variar de pais para pais, sendo condicionados quer pelas praticas agricolas, quer
pelos habitos alimentares (NOBREGA, 2014).

A definicdo de agrotoxico pelo Codex Alimentarius € muito semelhante a da
legislacéo brasileira, sendo definido como a concentracdo maxima de residuo de um
agrotoxico (expresso em mg kg™) legalmente permitido no alimento ou na racdo
animal. Os valores de LMRs para agrotoxicos, estabelecidos pelo Codex
Alimentarius sdo baseados em dados de residuos, obtidos principalmente a partir de
testes supervisionados. Esses dados podem variar consideravelmente de regiao pra

regidao, por apresentarem diferentes necessidades para o controle local das



infestacdes, resultando em diferentes quantidades e tipos de residuos nos
alimentos. Dessa forma, o Codex considera 0 maximo possivel essas variacfes para
o estabelecimento de seus LMRs, desde que haja dados disponiveis que possam
dar suporte a essa acao (FAO, 2005).

Os LMRs especificados pela legislacédo brasileira para agrotoxicos podem ser
diferentes quando comparados com os LMRs de outros érgaos internacionais como
o Codex Alimentarius, dessa forma, para produtos destinados a exportacdo, 0s
LMRs a serem obedecidos devem ser os referentes aos paises de destino do
produto, que muitas vezes sdo bem menores que os estabelecidos para o mercado
brasileiro (KUSSUMI, 2007).

O emprego correto e eficaz dos agrotdxicos na agricultura deve ser feito
considerando os riscos toxicoldgicos envolvidos na aplicacdo, de modo que os
residuos sejam menores possiveis e dentro dos LMRs aceitaveis. A observancia do
periodo de caréncia, que corresponde ao intervalo entre a ultima aplicacdo e a
colheita, pode prevenir o aparecimento de residuos de agrotdxicos superiores aos
LMRs, pois quando isso ocorrer significa que houve violagdo das Boas Praticas
Agricolas (BPA). Se os LMRs sado excedidos, comparados a exposicao da Ingestéo
Diaria Aceitavel (IDA) elou dose de Referéncia (DRf), serdo indicativos de um
possivel risco de contaminagdo crénica ou aguda e os alimentos ou produtos
agricolas que estdo de acordo com os LMRs séo considerados toxicologicamente
aceitaveis (KUSSUMI, 2007).

O objetivo principal das legislacbes ao estabelecer um LMR é garantir, com
certa seguranca, que a populacdo consuma alimentos com niveis de residuos de
agrotoxicos dentro dos limites estabelecidos, ndo devendo, segundo o0s
conhecimentos cientificos atuais, ter nenhum problema de salde associado a esta
ingestao (CAJKA, 2008; KUSSUMI, 2001) e ainda regular o comercio internacional.
Uma forma crucial de efetuar esse controle é a realizacdo de monitoramentos de
residuos de agrotoxicos para avaliar os riscos apropriados da exposicdo humana
através da alimentacédo (HIEMSTRA, KOK, 2007).



2.5 METODOS CROMATOGRAFICOS PARA ANALISE DE AGROTOXICOS

Com os LMRs dos agrotdéxicos em alimentos em queda, aumenta-se a
demanda por alimentos de melhor qualidade por parte do governo e consumidores,
direcionando as andlises de agrotéxicos para metodologias mais sensiveis e
adequadas, possibilitando a realizacdo de medidas de seguranca mais robustas,
aumentando a prote¢cdo do consumidor. Por esta razdo, hd uma necessidade de
desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis e confidveis que sejam capazes
de quantificar um grande nimero de compostos em baixos limites determinados pela
legislacdo (DEHOUCK, 2015).

A determinacdo de agrotoxicos consiste em varias etapas: amostragem,
processamento da amostra (extracdo dos analitos e purificacdo, quando necessario)
e andlise instrumental (identificacdo e quantificacdo). Diante de um processo tédo
complexo, a escolha de um método analitico correto para este tipo de determinagao
€ de extrema importancia (KUSSUMI, 2007), devendo ser sensivel o suficiente para
cobrir ndo somente os limites permitidos pela legislacdo, mas também a deteccéo de
substancias ja proibidas, especialmente para compostos potencialmente genotoxicos
e carcinogénicos (RIDGWAY, LALLJIE, SMITLE, 2007).

Nesse contexto, a cromatografia, associada a detectores modernos, como a
espectrometria de massas, € a técnica mais amplamente empregada para a
separacdo, identificacdo e quantificacdo de agrotoxicos (PINHO, NEVESSI,
QUEIROZ, 2009). Na década de 60, a cromatografia gasosa (GC, do inlgés Gas
Chromatrography), utilizando colunas recheadas, foi adotada devido a sua
capacidade de analise multirresiduo de agrotéxicos. Através do desenvolvimento de
colunas capilares e detectores mais seletivos e mais sensiveis, aumentou-se 0
namero de agrotoxicos detectados em uma Unica analise (POZZEBON, 2002),
devido a estas caracteristicas, a GC tornou-se uma das técnicas mais amplamente

empregada para analises de residuos de agrotoxicos (TADEO et al., 2000).
2.5.1 Métodos individuais

A forma mais comum e eficiente para a execucao de andlises de residuos de
centenas de diferentes compostos é através do emprego de métodos multirresiduais

(MMRs), que sdo capazes de alcancar LMRs da ordem de 0,01 a 10 ug kg™*. No



entanto, muitos destes métodos multirresiduais ndo conseguem analisar todos os
agrotoxicos com a exatiddo requerida em uma Unica andlise devido a alta
diversidade na composicdo quimica dessas centenas de agrotéxicos, o que
compromete 0 uso de uma Unica estratégia para analise simultdnea. Isso explica
porqgue em alguns casos ainda é necessario o desenvolvimento de meétodos
individuais para a andlise de apenas um composto ou um pequeno grupo de
compostos com estrutura quimica semelhante.

Os fungicidas DTC representam um dos grupos mais complexos para serem
determinados, sendo muito dificil inclui-los no escopo de um método multirresiduo,
dessa forma estes compostos sao analisados apenas individualmente, devido a sua
alta instabilidade na presenca de umidade e oxigénio, baixa solubilidade em agua ou
solventes organicos polares, e a necessidade prévia de hidrolise para a
guantificacdo do CS, (GRIMALT, DUHOCK, 2016). Na determinacédo de DTC, além
da escolha de métodos sensiveis, devem-se ter cuidados especiais durante o
preparo da amostra, para nao ocorrer perdas significativas (GARCINUNO,
FERNANDEZ-HERNANDEZ, CAMARA, 2004a).

Um cuidado importante é em relagdo a presenca natural de CS; em algumas
culturas, o que pode fornecer resultados erréneos (falso positivo), como ocorre com
0s vegetais pertencentes a familia das Brassicaceae, principalmente a couve-flor e 0
repolho, que devido a presenca de compostos contendo enxofre, podem gerar
naturalmente CS,. A formacdo enddgena do CS, e outros compostos volateis que
contém enxofre como sulfeto de carbono €& devido a degradacdo natural de
isotiocianatos, os quais derivam de uma degradacdo enzimatica de glicosinolatos,
presentes em plantas dicotiledbneas (ABARKELI, 2015).

Frente a utilizacdo dos DTC em larga escala em uma ampla variedade de
culturas agricolas, muitos métodos analiticos estdo sendo desenvolvidos para
permitir tais determinacdes, em diferentes amostras, empregando técnicas variadas
(BERRADA et al. , 2010). Segundo Araujo (2001), o método mais antigo para a
determinacdo de DTC encontrado na literatura foi desenvolvido por Clarke et al. em
1951, o qual se resume nas seguintes etapas: a) decomposicao acida dos DTC para
gerar CS,; b) absorcdo do CS, em solucdo alcodlica de KOH, onde ocorre a
formacdo de xantano e; c) determina¢do do xantano através da titulacdo com iodo.

Desde entdo, diversos métodos foram propostos para esta finalidade, quer seja



determinacao direta, através da determinacdo dos proprios compostos da classe dos
ditiocarbamatos, ou na forma de CS..

Quase a totalidade destes métodos estdo baseados na hidrélise dos
ditiocarbamatos em meio &cido (HCI) na presenca de SnCl,, proposto originalmente
por Keppel em 1971, no qual o CS;, é absorvido em uma solugdo contendo amina
para formar um complexo que é medido espectrofotometricamente. Muitas
modificacbes em relacdo ao método original estdo relatadas na literatura,
principalmente em relacdo ao pré-tratamento da amostra, objetivando reduzir o
tempo de analise e as dificuldades do método de Keppel, visto ser este um método
trabalhoso, além da preocupacdo ambiental, uma vez que o método original utiliza
acetato de chumbo.

Uma variagdo deste método envolve a dissolugdo do CS, em uma camada de
solvente organico (como por exemplo, o isoctano) com subsequente analise por GC
(COLDWELL, PENGELLY, RIMMER, 2003; MUJAWAR et al., 2014). No entanto, a
metodologia analitica aplicada para se analisar ditiocarbamatos em alimentos néao
discrimina entre os compostos empregados nas culturas. Os resultados sdo entdo
expressos em termos de dissulfeto de carbono (CS;,) que é derivado de qualquer
DTC presente (ABAKERLI et al., 2015).

A partir de um mol de qualquer ditiocarbamato, sob condi¢cdes acidas e sob
alta temperatura, ocorre a formacéo de dois mols de CS;, (HILL, 1992). Na Figura 8,
estd exemplificada a quebra da molécula de tiram, em meio &acido, gerando duas
moléculas de CS, (WHO, 1988).

Figura 8 — Hidrolise acida de tiram formando amina e CS..
Hnn /CFh Meio acido
B¢ §—c—$|;|\ ——=  2{CHyqNH + 2C8,
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A conversao entre a massa de qualquer DTC em CS; pode ser obtida através da
Equacéao 1 (KEPPEL, 1971).

CS;(1mg)= _MMp.a. = MMp.a. (1)
2 X MM CS, 152




Onde:
MM = Massa Molecular
p.a. = principio ativo da classe dos ditiocarbamatos

Muitos métodos para determinacdo de CS, presentes na literatura sao
baseados na andlise espectrofotométrica (BOHRER, NASCIMENTO, GOMES, 1999;
CALDAS et al., 2004; KESARI, GUPTA, 1998; MALIK et al., 2000; PIZZUTTI et al.,
2007) e na espectrofotometria UV-Vis (BERRADA et al., 2010; KAZOS, et al., 2007;
VRYZAS, PAPADAKIS, PAPADOPOULOU-MOURKIDOU, 2002).

Ha relatos também de analise por HPLC com detec¢cdo no ultravioleta
(THOMPSON et al., 1983), por DAD (GARCINUNO, FERNANDEZ-HERNANDEZ
CAMARA, 2004a) ou por espectrometria de massas (BLASCO et al., 2002;
BONNECHERE, HANOT, VAN LOCO, 2011; CRNOGORAC, SCHWACK, 2009) e
nas analises por GC com o detector por captura de elétrons (ECD), com o detector
fotométrico de chama (FPD com filtro para enxofre) (MUJAWAR et al.,, 2014),
detector por armadilha de ions (ITD), detector fotométrico de chama pulsada (PFPD)
(SILVA, 2011) e por espectrometria de massas (MS) (COLDWELL, PENGELLY,
RIMMER, 2003; MUJAWAR et al., 2014).

2.5.2 Métodos multirresiduais

Métodos analiticos para andlise de residuos de agrotoxicos requerem
constante otimizacdo, primeiramente para a obtencdo de melhores sensibilidade e
seletividade, assim como menores limites de deteccdo e de quantificacdo (PELAJIC
et al., 2016). As técnicas mais eficientes para analise de residuos de agrotoxicos
envolvem o emprego de métodos de extragcdo multirresidual, que abrangem
diferentes classes de agrotoxicos (ANASTASIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY,
2003; DIEZ et al.,, 2006), permitem a determinacdo de um grande nuamero de
substancias em apenas uma analise (LOZANO et al., 2016, UCLES et al., 2017) e
sdo alternativas para a alta demanda por andlise de residuos de agrotéxicos, pois
representam um monitoramento mais rapido e eficiente, resultando em um aumento
na produtividade dos laboratérios, bem como, em uma reducdo do custo das
analises (ANASTASIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003; DIEZ et al.,, 2006;
HERNANDEZ et al, 2006).



Estes métodos requerem utilizacdo de procedimento Unico de extracdo e
purificacdo, assim como, unificacdo das condicbes de separacdo cromatografica
(Diez, et al, 2006). Para serem considerados ideais, os métodos multirresiduais
devem fornecer resultados satisfatorios de recuperacédo para um amplo espectro de
agrotéxicos de diferentes polaridades; devem ser seletivos, no sentido de evitar a
presenca de compostos interferentes da matriz no extrato final, devem separar 0s
analitos da fase aquosa; além de serem de baixo custo e seguros em termos de
toxicidade (MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004).

Os principais problemas encontrados no desenvolvimento destes métodos
sdo as diferentes propriedades quimicas e fisicas dos analitos, a diversidade e a
complexidade das matrizes onde estes possam estar presentes (LEHOTAY, 2002;
MASTOVSKA, et al., 2005). No geral, a complexicidade da matriz resulta em efeitos
adversos a analise, necessitando de uma etapa de purificacdo antes da analise
cromatografica para a remocédo de componentes indesejaveis presentes na matriz.
No entanto, esta etapa adicional pode resultar em perdas do analito e aumentar o
tempo e o custo da analise, além do fato de que etapas adicionais levam a fontes de
erros adicionais (LEHOTAY, 2002). Portanto, o preparo de amostras € uma das
partes mais importantes do procedimento analitico, devendo ser rapido, exato,
preciso e econdmico (PELAJIC et al., 2016).

A escolha do solvente também é um dos pontos fundamentais no
desenvolvimento de um método multirresidual (HIEMSTRA, KOK, 2007;
HERCERGOVA et al., 2007), preferindo-se o emprego de solventes ambientalmente
amigaveis, seguros e menos nocivos quimicamente (LOZANO et al., 2016). Além
disso, o solvente deve ser compativel com os analitos, com o preparo de amostra e
se possivel, compativel com o0 método cromatografico empregado para evitar etapa
de troca de solvente (HERCEGOVA et al., 2007; MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004).
Basicamente, esses trés requerimentos significam que todos os analitos de interesse
devem ser suficientemente sollveis e estaveis no respectivo solvente e 0 mesmo
solvente deve ser usado no procedimento de extracdo e purificacdo para evitar
etapa de troca de solventes e as propriedades do solvente devem permitir uma
analise de uma diversidade de residuos de agrotoxicos (HERCEGOVA et al., 2007).

Muitos métodos multirresiduais sdo desenvolvidos e disponibilizados na
literatura, e os mais utilizados para determinacdo de agrotoxicos em frutas e

vegetais envolvem extracdo inicial com os solventes organicos mais comumente



empregados (metanol, acetona, acetonitrila e acetato de etila) na extracédo de grande
namero de agrotoxicos em alimentos através de agitacio mecénica ou
homogeneizacéo, frequentemente em misturas com agua, diclorometano ou éter de
petréleo, em pH acido (ANASTASIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003; CAJKA et
al., 2008; DIEZ, et al, 2006; HERCEGOVA et al., 2007; HIEMSTRA, KOK, 2007;
MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004; PEJALIC et al., 2016). Cada um desses solventes
de extracdo tem suas vantagens e desvantagens em termos de seletividade e
eficiéncia, dependendo principalmente das caracteristicas dos agrotoxicos em
andlise e do tipo de matriz onde serdo analisados (HERCEGOVA, 2007;
HIEMSTRA, KOK, 2007).

Os métodos de extracdo multirresiduais podem ser afetados por uma
variedade de fatores, incluindo as caracteristicas da amostra (pH, quantidade de
agua, lipideos e acucares), solvente utilizado para extracéo, razao amostra/solvente,
procedimento de extracdo (método de agitacdo por exemplo), temperatura de
extracdo, principio de particdo (adicdo ou ndo se solventes apolares e/ou sais),
tempo gasto nas etapas de agitacdo, numero de repeticbes e materiais utilizados na
etapa de purificacdo. Estes métodos possuem muitas etapas analiticas, portanto,
uma grande possiblidade de gerar erros e as chances de cometé-los aumenta a
media que aumenta o numero de etapas em um método, assim, a tendéncia atual é
o desenvolvimento de métodos cada vez mais simples com o minimo de etapas.

Normalmente, a forma mais simples de melhorar a eficiéncia de um método
analitico é reduzir a quantidade de amostra utilizada para uma quantidade minima, a
qgual forneca resultados estatisticamente satisfatérios. Os métodos que utilizam
guantidades excessivas de amostra requerem maiores volumes de solventes e
consequentemente geram mais residuos e gastos do que o0 necessario
(ANASTASIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003).

As tendéncias para 0s proOximos anos, no que diz respeito a MMRs, € 0 uso
de quantidades iniciais de amostras cada vez menores, técnicas mais seguras e
menos agressivas ao meio ambiente, técnicas mais rapidas e menos laboriosas,
mantendo altos valores de recuperacao e boa precisao, reduzindo custos financeiros
e minimizando o uso de solventes téxicos (HERCEGOVA et al., 2007). Uma
evolucdo nos métodos de extracdo juntamente com a melhora paralela das técnicas
analiticas tem permitido a reducdo na complexidade do tratamento das amostras e
tem aumentado a exatidao e precisao das analises (GRIMALT, DEHOUCK, 2016).



2.5.2.1 Método de extragcdo Luke e mini-Luke

O primeiro método multirresiduo foi desenvolvido por Mills et al. na década de
60 para determinacdo de agrotoxicos organoclorados apolares em alimentos nao
gordurosos, o0 qual baseia-se na extracdo com acetonitrila e particio com uma
mistura de acetonitrila/agua. Nos anos 70, pesquisadores introduziram o cloreto de
sédio no método de Mills para melhorar as etapas de extracdo e particdo
(HERCEGOVA et al., 2007; PICO, 2016).

No entanto, o desenvolvimento e aplicacdo de agrotoxicos com
caracteristicas mais polares, como os organofosforados e organonitrogenados,
demandou novos métodos de extracdo multirresiduo que englobassem estes
compostos. Em 1975, Luke et al. desenvolveram o método de Luke, o qual consiste
na extracdo de 100 g de amostra utilizando acetona (200 mL), seguida de particéo
liquido-liquido com solventes apolares (éter de petréleo e diclorometano), sendo
utilizados 100 mL de cada. Visando obter maiores percentuais de recuperagcédo para
0s compostos polares, adicionou-se cloreto de sodio (NaCl) na fase aquosa para
favorecer a transferéncia destes para a fase organica. A agua co-extraida ainda
presente na fase organica é retirada, em seguida, com adicdo de sulfato de sodio
anidro (DIEZ et al, 2006; SCHENCK et al., 2002; LOZANO et al., 2016).

Em 1981, Luke et al. simplificaram o método, eliminando a etapa de
purificacdo com florisil como consequéncia do surgimento da espectrometria de
massas (DIEZ, et al.,, 2006) e nos anos 80 e 90 houve o desenvolvimento de
métodos miniaturizados os quais conservaram as vantagens do método original de
Luke, mas melhoraram alguns pontos criticos. Em 1987, o ministério da agricultura
da Holanda (Food and Conumer product Safety Autorithy, VWA) desenvolveu em
seu laboratério o método de extracdo mini-Luke, uma vez que neste método
utilizam-se 30 mL de cada solvente do método original de Luke e elimina a etapa de
particionamento com cloreto de sédio (KOK, HIEMSTRA, VREEKER, et al., 1987). O
método consiste na extracdo de 15 g de frutas e vegetais ja processados,
adicionando acetona (30 mL) seguido de agitacdo em ultra-turrax por 30 s, sendo
posteriormente adicionados éter de petréleo e diclorometano (30 mL cada), e
realizando-se nova agitacédo nas condi¢cGes descritas acima.

A 4gua co-extraida ainda presente na fase organica é retirada pela adigdo de

sulfato de sédio anidro, o extrato € centrifugado e a por¢éo liquida é transferida para



frasco com tampa, sendo necesséaria uma etapa de evaporagdo antes da analise no
sistema cromatografico. A evaporacdo do extrato é realizada em banho de agua
(temperatura de 40°C, podendo ser aumentada até 62°C) até quase secura total, e 0
restante do solvente € evaporado a temperatura ambiente (LEHOTAY, et al, 2005).

A miniaturizacao desse método possibilitou a reducdo na quantidade de
amostra, bem como de solventes utilizados, entretando, alguns agrotéxicos mais
polares apresentaram valores baixos de recuperacao (< 70%). Para solucionar esse
problema, nos anos 90, desenvolveu-se no VWA um método alternativo de extracao,
uma modificacdo do método mini-Luke, onde foi adicionado sulfato de s6dio anidro
na etapa de extragcdo, melhorando a extracdo dos agrotoxicos polares e
consequentemente, obtendo melhores valores de recuperacdo. Dessa forma, a
etapa de particionamento com cloreto de so6dio ndo se realiza desde a
miniaturizacdo do método de Luke pelo VWA, pois a adicdo dos solventes apolares
(diclorometano e eter de petroleo) ja € sufuciente para uma separacao bem definida
entre a fase organica e a fase aquosa (HIEMSTRA, KOK, 2007).

Os solventes clorados, como diclorometano utilizado no método de Luke e
mini-luke, constituem um risco ambiental e por isso, um problema no momento do
descarte, representando uma importante desvantagem destes solventes. Os
solventes misciveis com a agua, como acetona e acetonitrila, extraem tanto
agrotoxicos polares quanto apolares de matrizes ndo gordurosas, promovendo a
extracdo em uma unica fase quando em contato com a matriz. No entanto, quando
se utiliza extracbes com acetona, é necessaria a adicdo de solventes apolares para
gue ocorra a separacao entre as fases, devido a maior dificuldade em separar
misturas de agua e acetona, o que pode resultar na diluichio do extrato
(MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004; SCHENCK et al., 2002).

Em 2016, Lozano et al. desenvolveram a miniaturizagcdo do método mini-Luke,
com a finalidade de reduzir ainda mais o volume de solvente utilizado e reduzir ou
evitar solventes clorados. Este método foi denominado New Dutch mini-Luke
(método NL) e foi validado e implementado na rotina no Netherlands Food and
Consumer Product Safety Authority (Nederlandse Voedsel en Warenautoriteit,
NVWA). O método NL extrai agrotoxicos polares e apolares, pois utiliza acetona
como solvente de extracdo e subsequentemente, éter de petrdleo e diclorometano

como solventes de particdo (UCLES et al., 2017).



A modificacdo mais recente do método New Duch mini-Luke, foi realizada por
Dias et al. (2017), os quais propuseram reduzir a quantidade de amostra e substituir
a mistura diclorometano/éter de petréleo por isoctano/tolueno em volumes iguais ao
meétodo miniaturizado por Lozano et al. em 2016. O método otimizado por Dias et al.
(2017) elimina a etapa de purificacdo e evaporacdo que geralmente € requerida
guando sao utilizados os solventes de extracdo mais comuns para analises em GC,
como acetonitrila e mistura de acetona:DCM:éter de petroleo, antes da injecdo no
GC-MS/MS.

O método otimizado por Dias et al., (2017) foi tomado como base para o
presente estudo pois oferece vantagens como velocidade de extragao (nao requer
etapa de evaporacdo ou purificacao), relativa limpeza dos extratos, embora nédo seja
aplicada uma etapa de purificacdo, e a compatibilidade com detectores utilizados na

comatografia gasosa, seletivos e espectrometros de massas.

2.5.3 Meétodos Cromatograficos para analise de agrotoxicos em camas

bioldgicas

Os trabalhos publicados na literatura sobre camas biologicas estao
relacionados a estudos de funcdo microbiologica (VISCHETTI et al., 2007), estudos
do efeito da composicdo e da temperatura da biomistura na degradacdo dos
agrotoxicos em escala laboratorial (CASTILHO, TORSTENSSON, 2007) e
principalmente na atividade microbiolégica como respiracdo e conteudo de
fenoxilase (GAO et al., 2015). H& poucos estudos relatados sobre desenvolvimento
de metodologias analiticas tanto para analise individual quanto para andlise
multirresidual (RIVERO et al., 2016; SPLIID, HELWEG, HEINRICHSON, 2006).

A maioria destes trabalhos publicados envolve a técnica de cromatografia
liqguida, como a HPLC-UV (KARAS et al.,, 2015; KARANASIOS, TSIROUPOLAS,
KARPOUZAS, 2013; VISCHETTI et al., 2004) e a LC-MS/MS (SPLIID, HELWEG,
HEINRICHSON, 2006), havendo relatos sobre o emprego de GC-ECD (GAO et al.,
2015), GC-NPD (KARANASIOS et al., 2010) e GC-MS (TORTELLA et al., 2013).

Os meétodos multirresiduais disponiveis nas analises de agrotéxicos em
camas biologicas normalmente empregam grande quantidade de amostra (FOGG,
BOXAL, 2004; VISCHETTI et al, 2004) e/ou volume de solvente (COOPER et al,
2016; COPPOLLA, CASTILHO, VISCHETTI, 2011; FOGG, BOXAL, 2004; SPLIID,



HELWEG, HEINRICHSON, 2006; VISCHETTI et al., 2004) incluindo solventes
clorados (COOPER et al, 2016; VISCHETTI et al., 2004; COPPOLLA, CASTILHO,
VISCHETTI, 2011), além disso, esses métodos sdo muito complexos, trabalhosos e
demorados (COOPER et al, 2016; DIAZ et al., 2016; MUKHERJEE et al, 2016;
SPLIID, HELWEG, HEINRICHSON, 2006; VISCHETTI et al., 2004; KARAS et al.,
2015; KARANASIOS, TSIROUPOLAS, KARPOUZAS, 2013).

2.6 TECNICAS ANALITICAS

As técnicas analiticas tradicionalmente empregadas para analises
multiresiduais de agrotoxicos em laboratdrios analiticos modernos que permitem
identificar e quantificar centenas de agrotoxicos em nivel de tracos em um grande
namero de matrizes complexas sdo a cromatografia gasosa e a cromatografia
liquida, especialmente quando acopladas a espectrometria de massas (GC-MS e
LC-MS) e em combinacdo com varios procedimentos de extracdo e purificacao
(UCLES et al., 2016; TSUCHUIAMA et al., 2017).

A combinacédo da espectrometria de massas com a cromatografia liquida ou
gasosa faz com que os componentes das amostras sejam separados no tempo (LC
ou GC) e tenham suas massas individuais analisadas (MS) para isolar, identificar e
guantificar qualquer componente ionizavel. Desta forma, o acoplamento LC-MS/GC-
MS, tem sido utilizado em inimeras aplicacbes em varios campos da ciéncia e da
analise quimica para analise de uma enorme faixa de compostos organicos, desde
pequenas moléculas como metabolitos e peptideos, até moléculas maiores como,
por exemplo, as proteinas (FERNADEZ-ALBA, 2005; PRIMER, 2001).

2.6.1 Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) é uma técnica
cromatografica de separacdo com excelente poder de resolucdo na qual os
compostos sdo separados baseados na sua volatilidade, na analise de compostos
volateis ou volatilizaveis, que sejam termicamente estaveis, com peso molecular
relativamente baixo, como organoclorados, organofosforados e piretroides (PICO,

2016). Seu principio de separacao se baseia na diferente distribuicdo de substancias



da amostra entre uma fase estacionaria e a fase moével (um gas) (COLLINS,
BRAGA, BONATO, 2009).

Desde a sua introducdo h& mais de 60 anos, a cromatografia gasosa tornou-
se um pilar dentre as técnicas da quimica analitica e com o surgimento das colunas
capilares de silica fundida, uma das maiores vantagens desta técnica € o seu poder
de separacdo largamente empregado em analises de alimentos (HERCEGOVA et
al., 2007). Métodos tipicos em GC-MS utilizam colunas analiticas longas (30m x 0,25
mm i.d), o que geralmente requer corridas com tempo superiores a 30 min por
amostra, especialmente em métodos multirresiduais com mais de 100 compostos
(PICO, 2016).

A GC é uma técnica com eficiente capacidade de separacdo, a qual €
complementada por detectores, hardware e software adequados para a sua
aplicacdo em diferentes areas (ZINI, 2009). No entanto, ainda apresenta o
inconveniente de somente ser aplicada para a analise de substancias volateis e
termicamente estaveis, caso contrario, necessita de uma etapa de derivatizacédo do
composto, 0 que nem sempre € viavel.

GC-MS e provavelmente a técnica mais comum de determinacao
multirresidual na analise de agrotoxicos em produtos alimentares e ambientais
(PELAJIC et al., 2016), sendo a analise por GC-MS/MS mais exata do que a analise
apenas por GC-MS, pois a seletividade aumentada da técnica MS/MS reduz a
interferéncia dos componentes da matriz e também permite o alcance de menores
limites de deteccdo (HERCEGOVA et al., 2007).

Os detectores seletivos em GC séo baseados nas diferentes propriedades de
algumas moléculas/analito, como por exemplo, alguns atomos ou grupos funcionais
(STASHENKO, MARTINEZ, 2010a). Os principais detectores empregados em GC
sdo o detector por ionizacdo em chama (FID, do inglés Flame lonization Detector), o
detector por captura de elétrons (ECD, do inglés Electron Capture Detector), o
detector fotométrico de chama pulsada (PFPD, do inglés Pulsed Flame Photometric
Detector) e o detector por espectrometria de massas (MS, do inglés Mass
Spectrometry) (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2009; SAMSIDAR et al., 2018).

O acoplamento das técnicas GC-MS é uma poderosa ferramenta, sendo
guase perfeita para a analise multirresidual de alimentos e de varias outras amostras
(STASHENKO, MARTINEZ, 2010b; PELAJIC et al., 2016), pois juntas proporcionam



uma excelente separacéo, detectabilidade e identificacdo estrutural dos compostos
analisados (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

2.6.2 Espectrometria de Massas (MS)

O uso de detectores classicos torna as andlises quantitativas mais limitadas
de um modo geral, pois a identificacdo do analito através do seu tempo de retencéo
(tr) caracteristico pode gerar um grande problema, visto que varios compostos
podem apresentar o mesmo tg (LANCAS, 2009).

A espectrometria de massas fornece alta especificidade baseada na estrutura
molecular do analito (HERCERGOVA et al., 2007) e se destaca entre 0s possiveis
detectores a serem utilizados em cromatografia liquida e gasosa, pela sua
versatilidade de acoplamento em ambas as técnicas, combinando as vantagens da
cromatografia como a alta seletividade e eficiéncia de separacdo com informacoes
estruturais e aumento da seletividade, oriundos da espectrometria de massas
(LANCAS, 2009).

A espectrometria de massas é definida como o estudo da matéria pela
formacdo de ions em fase gasosa e posteriormente caracterizados por um
espectrometro de massas de acordo com sua massa, carga, estrutura ou
propriedades fisico-quimicas. O resultado de uma anélise por MS se da pela forma
de um espectro, onde a abcissa corresponde a razdo entre a massa e 0 numero de
carga do ion (m/z) e a ordenada esta relacionada a sua intensidade. A m/z tem
como unidade o Dalton (Da). Em virtude do alto grau informativo das analises, a MS
pode ser utilizada tanto qualitativamente (ou seja, para identificacdo de composicao
elementar de compostos e elucidacdo estrutural) quanto como para analises
guantitativas, em geral para determinar analitos a nivel de traco em matrizes
complexas (IGLESIAS, Waters, 2008). A formacao de ions é uma etapa critica de
gualquer aplicacdo da MS, pois independentemente do analisador, a andlise de
massas requer ions (PRIMER, 2001).

Quando um analisador por MS é empregado, o modo de aquisicdo
selecionado pode ser o monitoramento de ion selecionado (SIM, do inglés Selected
lon Monitoring) ou o modo full scan com monitoramento de m/z 50-600. No modo full
scan, o analisador de massas monitora uma faixa de razdo m/z e o cromatograma

obtido nesse modo de aquisicdo é conhecido como cromatograma total de ions (TIC,



do inglés Total lon Chromatogram) (GROSS, 2004; STASHENKO, MARTINEZ,
2010b). O modo full scan € normalmente empregado para andlises qualitativas ou
guantitativas, quando a informacédo espectral completa é considerada importante.
Normalmente, o modo SIM é empregado para quantificacdo de um composto alvo,
nas menores concentracdes possiveis (LANCAS, 2009).

No modo SIM, o analisador monitora um numero limitado de ions que séo
indicativos de um composto especifico, ou seja, monitora razado m/z especificas e
para melhorar a identificacéo e a quantificacdo dos analitos, no minimo de 2 a 3 ions
devem ser selecionados (GRIMALT, DEHOUCK, 2016). O modo SIM é
significativamente mais sensivel do que o modo full scan, devido ao fato de um Unico
fon, ou vérios ions caracteristicos do analito presente em uma mistura complexa,
poderem ser selecionados e monitorados (STASHENKO, MARTINEZ, 2010b).

Quando se emprega MS em sequencia (MS/MS) para a aquisi¢cao de dados é
possivel selecionar o monitoramento de multiplas reagées (MRM, do inglés Multiple-
Reaction Monitoring) o qual € um modo de aquisicdo muito seletivo. O principal
problema para confirmar a identidade dos compostos nestes casos € a presenca de
interferentes isobaricos que sdo compostos com a mesma massa nominal e
diferente estrutura quimica, mas a pratica normal para confirmar a identidade dos
compostos € selecionar varios fragmentos caracteristicos. Assim, quando a forma
em tandem MS/MS é selecionada, ocorre uma melhora na especificidade, porque se
ocorrer a eluicdo de varios compostos de massa molecular idéntica, normalmente
fons isobaricos podem ser distinguidos pelas reacdes MRM, porque a fragmentacao
na célula de colisdo frequentemente resulta na producéo de ions diferentes.

O modo de monitoramento de reacdes multiplas (MRM) € um dos métodos
de aquisicdo mais interessantes, pois proporciona especificidade, seletividade e
detectabilidade ao detector de massas. Este modo de varredura consiste em
selecionar uma reacdo de fragmentacdo, neste caso, tanto o primeiro quanto o
segundo analisador sdo focalizados nas massas selecionadas, portanto, ndo ha
varredura, mas sim, algo que é o analogo ao modo SIM. Os ions selecionados pelo
primeiro analisador serdo detectados caso 0os mesmos produzam um dado
fragmento, através de uma reacdo selecionada. A auséncia de varredura permite
gue o equipamento focalize apenas no ion precursor e no fragmento, aumentando a
detectabilidade para o monitoramento, que € associada a um aumento na
seletividade (SILVA, 2011; STASHENKO, MARTINEZ, 2010b).



Os principais componentes de um espectrOmetro de massas sdo a fonte de
ionizacdo, o analisador de massas e o detector conforme representado na Figura 9,
sendo que estes componentes sdo operados sob condi¢bes de vacuo (PRIMER,
2001). A seguir, uma abordagem sucinta das fontes de ionizagédo, analisadores de
massas e detectores mais utilizados de forma geral e os utilizados neste estudo.

Figura 9 — Esquema das principais partes de um espectrometro de massas,
ilustrando a fonte de ions dentro de um sistema de baixa pressao (vacuo). lonizacédo
por impacto de elétrons.
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Fonte: adaptado de LANCAS, 2013.

2.6.2.1 lonizacdo em cromatografia gasosa

A fonte de ionizacéo é a parte do equipamento responsavel por converter 0s
analitos de interesse em ions em fase gasosa, pré-requisito fundamental para
gualquer analise por MS. A compreensdo dos mecanismos envolvidos na ionizagao
de cada uma das fontes € de extrema importancia, ja que isso define quais sédo 0s
analitos possiveis de serem analisados. A ionizacdo pode ocorrer tanto nho modo
negativo quanto positivo, dependendo das caracteristicas do analito de interesse, e
em geral ocorre das seguintes formas:

1- Ejecdo ou captura de elétrons formando espécies conhecidas como ion
molecular (M* ou M");

2- Protonacdo ou desprotonacéo (adicdo ou remocdo de um ion HY), levando a
formacdo de moléculas protonadas ou desprotonadas (IGLESIAS, Waters,
2008).

Os modos de ionizacdo, mais empregados no acoplamento GC-MS séo a
ionizacdo por impacto de elétrons (El, do inglés Electron lonization) e a ionizacéo
guimica, as quais operam sob baixa presséo, usualmente denominado vacuo.

A ionizacdo quimica foi desenvolvida especialmente para aumentar a

producdo do ion molecular e reduzir fragmentacfes associadas a ionizagdo por



elétrons. Essa caracteristica é importante quando se busca avaliar a presenca de
diferentes compostos no espectro (por facilitar a visualizacdo/atribuicdo das
espécies) e determinar a massa exata do composto, necessitando-se de uma
ionizacdo mais suave, que nao induza a fragmentacdo do analito (IGLESIAS,
Waters, 2008).

Nesta técnica, as moléculas do analito, em fase gasosa, sao introduzidas na
camara de ionizacdo do espectrdbmetro de massas, que contém um gas reagente.
Esta mistura, (moléculas do analito + gas reagente) é bombardeada com elétrons,
assim como na EIl. Mas, como 0 gas reagente estd em excesso em relacdo ao
analito (normalmente em proporcdo maior que 1000:1), ele € ionizado quase que
exclusivamente e passam a ocorrer reacdes entre ions, em fase gasosa do gas
reagente e as moléculas do analito, dando origem aos ions pseudo-moleculares do
analito [M"H]". Por esse processo ser relativamente de baixa energia, quase nao é
observado fragmentacéo (CHIARADIA, COLLINS, JARDIM, 2008).

Entretanto, quando se deseja obter informagdes estruturais ou aumentar a
seletividade de métodos quantitativos, a fragmentacédo passa a ser desejada. Nesse
caso, isso ocorre em condi¢cdes muito bem controladas dentro do proprio MS, em
dispositivos conhecidos como camara de colisdo ou dentro do proprio analisador (no
caso do ion trap) (IGLESIAS, Waters, 2008).

No modo El, o analito de interesse em fase gasosa é bombardeado por
elétrons, com energia relativamente elevada (70 eV). As moléculas do analito
absorvem esta energia desencadeando varios processos, dentre 0s quais 0 mais
simples é aquele em que o analito é ionizado pela remocédo de um unico elétron
(M"). Este processo requer tipicamente 10 eV e o restante da energia gera
fragmentacdo dos analitos, a fragmentacao rapida pode conduzir a ndo observacéo
do ion molecular no espectro, perdendo-se, portanto, umas das mais importantes
informacdes analiticas oferecidas pela MS (CHIARADIA, COLLINS, JARDIM, 2008).

O modo EI € um processo direto, onde a energia é transferida dos elétrons
para as moléculas das amostras, através das colisbes. Este procedimento resulta
numa fragmentacéo significativa das moléculas, cujo espectro resultante representa
a abundancia das varias raz6es massa/carga. O padrdo espectral € usado para a
identificacdo do composto, no entanto, para algumas amostras, talvez ndo haja
seletividade suficiente no modo El, pois a interferéncia causada por componentes da

matriz pode dificultar a informacdo espectral (PRIMER, 2004). A El € o modo de



ionizacdo mais utilizado em GC-MS (90% de todos os trabalhos), uma vez que
fornece um grande numero de ions os quais permitem a identificacdo dos compostos
em estudo (LANCAS, 2009; PRIMER, 2004).

2.6.2.2 Analisadores de Massas

Dentre os principais componentes de um espectrometro de massas (MS), o
analisador de massas possui relevancia particular pelo fato de ser o responsavel
pela selecdo e/ou separacdo (ou auséncia dela) dos ions, de acordo com a relacdo
existente entre suas massas (m) e cargas (z), ou seja, a razdo m/z de cada ion. As
caracteristicas de construcdo e operacao diferem de um analisador para outro,
assim como seus beneficios e limitacdes (LANCAS, 2013; IGLESIAS, Waters, 2008).

A escolha do analisador de massas mais apropriado depende de fatores
como a aplicacao (faixa de massas desejada), o desempenho (resolucdo) bem como
do custo, e em funcéo desses fatores, ndo existe um analisador de massas que seja
ideal para todas as aplicacbes. Os analisadores de massas mais comumente
empregados na rotina de laboratorios de andlise de residuos de agrotdéxicos em
frutas e vegetais tem sido o triploquadrupolo (QgQ) e o trapeamento de ions (IT, do
inglés lon Trap), devido a seletividade, sensibilidade e rendimento destas técnicas
(UCLES et al., 2016). Outros empregados s&o: quadrupolo; por tempo de voo (TOF,
do inglés Time of Flight) e o quadrupolo-tempo de vbo. H& ainda outros mais atuais
como o analisador de ressonancia ion-ciclotbnica com transformador de Fourier (FT-
ICR, do inglés Fourier Transform lon-Cyclotron Resonance Mass spectrometry)
(STASHENKO, MARTINEZ, 2010b).

O ion trap continua sendo empregado como uma alternativa ao single
guadrupolo, mas atualmente €& possivel realizar combinaces da maioria dos
analisadores de massa, permitindo a realizacdo de tandem-MS triplo-quadrupolo o
gue aumenta a sensibilidade e a selectividade dos métodos analiticos. Por esta
razdo, o analisador QqQ tem sido o mais frequentemente empregado na deteccao
por MS (GRIMALT, DEHOUCK, 2016; PICO, 2016).



2.6.2.2.1 Quadrupolo e Triplo Quadrupolo

O quadrupolo é o analisador de massas mais popular no momento devido,
principalmente, & sua simplicidade, preco relativamente baixo, boa linearidade em
analises quantitativas, facilidade de ser entendido e operado (LANCAS, 2013) e boa
resolucdo e qualidade de espectro de massas (SILVA, 2011). Um quadrupolo é
composto de quatro barras cilindricas, usualmente de metal, dispostas em dois
pares, nos quais se aplicam uma corrente continua tipo DC (corrente direta) e um
potencial RF (radio freqiiéncia) por onde passam os ions formados na fonte de ions.
Um par de barras é mantido em um potencial elétrico positivo e atua como um filtro
para massas mais elevadas, enquanto que o outro, a um potencial negativo, que age
como um filtro para massas menores, conforme a Figura 10.

Os quadrupolos operam a uma resolucdo constante (a qual depende da
razdo Rf/DC), mantendo a raz&do Rf/DC constante. Considerando-se uma dada
amplitude para as voltagens Rf e DC, somente 0s ions que apresentarem
determinada razdo massa/carga (m/z), que esteja em ressonancia com o campo
aplicado, irdo passar pelas barras do quadrupolo e serdo detectados. Os demais
ions que entrarem no quadrupolo terdo suas trajetorias instaveis e, como
consequéncia, atingirdo as barras e serdo eliminados pela bomba de vacuo.

Deve-se ter um controle preciso sobre a voltagem e também sobre a radio
frequéncia aplicada as barras dos pdlos, que geram um campo eletrostatico o qual
age como filtro de massas, pois esses campos determinam quais razées m/z podem
passar atraves dos filtros e serem detectadas, quando se aplica uma determinada
voltagem. A Rf sofre variacdo para que os ions de diferentes raz6es m/z obtenham
uma trajetéria estavel ao longo do quadrupolo chegando ao detector, gerando assim
o0 espectro de massas (LANCAS, 2013).



Figura 10 — Esquema de um espectrémetro de massas tipico evidenciando as quatro
barras que constituem um analisador do tipo quadrupolo.
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Fonte: LANCAS, 2013.

Os ions produzidos na fonte de ionizacdo séao focalizados até o centro da
regido entre os quatro cilindros e atravessam o quadrupolo axialmente. Suas
trajetérias sdo dependentes do campo elétrico produzido, onde apenas ions de
determinada razdo m/z terdo a trajetéria estavel e chegarédo ao detector. A trajetéria
dos ions € um pouco complexa, mas simplificadamente seguem uma trajetoria
helicoidal. Os demais ions terdo suas trajetérias instaveis, como consequéncia,
atingirdo as barras e serdo eliminados. Devido ao fato de cada ion possuir uma
frequéncia propria que depende da sua massa, somente aqueles ions cuja
frequéncia é coincidente com a do quadrupolo podem atravessa-lo, ja que neste
caso ndo experimentam a deflexdo pelo campo (STASHENKO, MARTINEZ, 2010b).

O analisador tipo triplo quadrupolo (QgQ), conforme pode ser observado na
Figura 11 é constituido por trés quadrupolos em série. O primeiro (Q1) e o ultimo
guadrupolo (Q3) operam como um filtro de massas (separador), enquanto o segundo
guadrupolo (Q2), opera apenas com Rf que permite que todos os ions selecionados
em Q1 passem por ele sem serem selecionados. O Q2 é utilizado apenas como uma
regido de compartilhamento de ions totais ou ainda uma célula de colisdo na qual
ocorre a fragmentacdo dos ions selecionados em Q1 (MS1). Geralmente por
dissociacdo induzida por colisdo com um gas inerte (CID, do inglés, Collision-
Induced Dissociation), e também como direcionador de ions enviados ao Q3 (MS2)
(CHIARADIA, COLLINS, JARDIM, 2008).



Figura 11 — Esquema de um triplo quadrupolo, evidenciando os trés quadrupolos
gue formam este tipo de analisador de massas.
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Fonte: IGLESIAS, Waters, 2008.

Na dissociacdo induzida por colisdo (CID), o ion precursor proveniente do Q1 é
acelerado por um potencial elétrico para uma regido com um gas inerte de elevada
energia (geralmente Ar, He ou N), levando a um aumento na energia potencial
deste ion até ocasionar sua fragmentacao, conduzindo a formacgao de ions produtos
(ilustrado na Figura 12). Os controles de potenciais DC e Rf operam normalmente no
Q1 e no Q3, enquanto que no Q2, apenas o potencial Rf fica habilitado (SILVA,
2011; STASHENKO, MARTINEZ, 2010b).

Figura 12 — Esquema de um equipamento do tipo triplo-quadrupolo, onde os dois

analisadores estéo separados por uma camara de colisao.
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Dentre as técnicas de operagcdo para obtencdo do espectro de massas
empregando os analisadores de massas tipo quadrupolo estdo o modo de varredura
completa (full scan), o monitoramento de ions selecionado (SIM, do inglés Select lon
Monitoring) (LANCAS, 2009) e o monitoramento de rea¢des multiplas. Normalmente,
métodos QQQ selecionam no minimo duas reacdes de transicdo por analito,
entretanto, devido a baixa razdo m/z de alguns agrotoxicos e 0 uso de ionizacdo
quimica (ClI, do inglés Chemical lonization) o numero ou abundéancia de ions pode
ser baixo ou ser muito dificil obter duas transicées razoaveis. Em outras situacdes o
fragmento m/z pode ser tdo baixo para ser selecionado e a selecdo da razédo m/z
ndo é muito especifica, pois uma m/z baixa pode pertencer a qualquer composto
presente no sistema, por exemplo, no caso dos ditiocarbamatos com m/z 76
(GRIMALT, DEHOUCK, 20186).

2.6.2.3 Detectores

Detectores sdo dispositivos responsaveis por converter o feixe de ions em
sinal elétrico, posteriormente processado pelo sistema de dados do computador de
aquisicdo. O detector € o ultimo mddulo de um espectrometro de massas. Existe
uma grande variedade de detectores para MS, sendo a escolha efetuada a partir do
projeto do espectrdmetro, suas aplicacdes analiticas bem como da técnica
cromatografica utilizada na operacao (LANCAS, 2009). Este mede a abundancia de
elétrons gerados pelos ions, para cada relacdo m/z. A maioria dos sistemas de MS
usa algum tipo de multiplicador de elétrons como detector, combinado a um
amplificador de sinal. O registro de todas as cargas detectadas durante a varredura

constitui o espectro de massas.

2.6.2.3.1 Detector baseado na multiplicacdo de elétrons

Os detectores baseados na multiplicacdo de elétrons (EM, do inglés Electron
Multiplier) sdo os mais utilizados atualmente para a detec¢do de ions. Ao sair do
analisador, a corrente elétrica desses ions € medida, em um eletromultiplicador,
depois é amplificada e convertida em sinal grafico, isto é, a intensidade ou

abundancia do ion-fragmento em um espectro de massas. As multiplicacdes de



elétrons utilizam como catodo um metal, 6xido metalico ou liga que apresenta
facilidade em perder elétrons quando atingida por um ion.

Os elétrons removidos do catodo sao direcionados para um eletrodo que
apresenta uma diferenca de potencial positivo em relacdo ao catodo, atraindo os
elétrons. Este processo €é multiplicado em cascata em Varios eletrodos,
denominados dinodos. Cada dinodo apresenta uma diferenca de potencial em
relacdo ao anterior, facilitando a atracdo dos elétrons. Ao final do processo, um
elevado numero de elétrons € coletado no anodo para cada ion que chegou
inicialmente no catodo (SILVA, 2011; STASHENKO, MARTINEZ, 2010b).

2.6.2.3.2 Detector baseado em fotomultiplicador dinolitico

Os ions ao sair do quadrupolo séo convertidos em elétrons pelos dinodos de
conversdo. Estes elétrons encontram um atomo de fésforo que, quando ativado,
emite fotons. Os fotons atingem um fotocatodo na frente da fotomultiplicadora para
produzir elétrons e o sinal € amplificado por esta fotomultiplicadora, a qual é selada
em vidro e mantida sob vacuo, evitando a contaminagao e permitindo que o detector
mantenha o seu desempenho por um periodo consideravelmente mais longo que 0s
multiplicadores de elétrons convencionais (IGLESIAS, WATERS, 2008; WATERS,
2005)

2.7 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

A validacao de métodos analiticos tem recebido uma atencéo consideravel na
literatura e por agéncias reguladoras devido a ser este um requisito importante na
analise quimica para garantir o fornecimento de dados confiaveis e de qualidade
(RAMBLA-ALEGRE et al., 2012). De acordo com RIBANI et al. (2004), validacéo é
um processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e
continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia.

No Brasil, o INMETRO, com o decreto DOQ-CGCRE-008 (revisdo 04) de
2011 e a ANVISA, com a resolucdo — RE n° 899, de 29 de maio de 2003, sdo 0s
O0rgaos responsaveis no estabelecimento de guias para validacdo de processos
analiticos. No ambito internacional destacam-se a Conferencia Internacional em

Harmonizacdo (ICH, 2005), Unido Internacional de Quimica Pura e aplicada —



IUPAC (THOMPSON, ELLISON, WOOD, 2002) e o0 SANTE (Saude e Protecédo do
Consumidor, do francés Sante et protection dés consommateurs) (SANTE, 2017).

Neste contexto, a validacdo da metodologia analitica na area de residuos de
agrotéxicos € realizada para garantir que a mesma seja exata, especifica e
reprodutivel. Este procedimento envolve a interacdo entre o principio ativo e a matriz
dentro de uma marcha analitica que resulta na quantificacdo por métodos
instrumentais. A validacdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o
uso rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como 0 processo que fornece uma
evidéncia documentada de que o método realiza aquilo para o qual é indicado fazer
(RIBANI et al., 2004; VIEIRA, LICHTIG, 2004).

Geralmente, a validacdo do método envolve a execucdo e a interpretacdo de
experimentos planejados para se avaliar as caracteristicas do método. Assim, todas
as variaveis de um metodo devem ser consideradas, incluindo aquelas atribuidas
aos equipamentos, padrdes, calibracfes, analista e ambiente (RIBANI et al., 2004).

De acordo com o DG-SANTE (2017), em um processo de validacéo, pode ser
utilizada no minimo uma commodity (matriz) representativa de um determinado
grupo, dependendo do escopo pretendido pelo método, tanto pra métodos
individuais quanto para métodos multirresiduais. A conformidade da metodologia
deve ter alguns parametros obrigatérios, tais como: curva analitica, linearidade,
especificidade, exatiddo, precisdo, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
resisténcia e robustez (RIBANI et al.,, 2004; VIEIRA, LICHTIG, 2004). Sao
nenessarios no minimo 5 replicatas (verificacdo da precisdo) em ambos os limites de
reportagem (verificacdo da sensibilidade) e pelo menos uma concentracdo mais
elevada, por exemplo, o LMR (SANTE, 2017).

2.7.1 Curva Analitica e Linearidade

A curva analitica consiste na determinacdo da resposta de determinado
instrumento a variacdo na concentracdo da substancia em estudo, sendo o método
de quantificacdo mais frequentemente utilizado. Para se obter a curva analitica sdo
necessarias solucées padrdo de concentracdes definidas obtidas através de padrdes
de referéncia (RIMAYI et al., 2015). O GD-SANTE/2017 (2017) e também a ANVISA
recomendam no minimo cinco niveis de concentracdo a serem analisadas em ordem

crescente.



A linearidade avalia a capacidade de uma técnica analitica de demonstrar
gue os resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (RIBANI et al., 2004) e esta nor-
malmente relacionada com a variacdo da inclinacdo da linha de regresséo e é
determinada através da curva analitica do principio ativo, obtida da resposta do

detector versus a concentragdo, atraves da equacéo linear (2) (INMETRO, 2011):

y=ax+b (2)
onde:
y = resposta dada em termos de area do pico, ou altura do pico se ele for simétrico;
X = concentracdo da solucéo padréo;
a = coeficiente angular (inclinacdo da reta)
b = coeficiente linear (intersecgdo com o eixo y, quando x = 0).

O coeficiente angular deve ser reprodutivel e o linear ndo deve ser
significativamente diferente de zero. A regressdo linear deve apresentar um
coeficiente de determinacdo (r) maior que 0,99, pois quanto mais proximo de 1,
menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al., 2004). Em determinados
momentos observa-se que o modelo de regressao linear € incapaz de descrever
adequadamente os dados do modelo, assim € necessario fazer uso do modelo
guadratico. Uma regressao quadratica consiste em determinar um polinbmio de

segundo grau que se ajuste aos dados disponiveis (KEMMERICH, 2013).

2.7.2 Especificidade

A especificidade de um método representa a sua capacidade de avaliar de
forma inequivoca a substancia em exame na presenca de componentes que
poderiam interferir com a sua determinacdo numa mistura complexa (FAO, 2000).
Correspondem ao grau de interferéncia de espécies, como outro principio ativo,
reagentes, impurezas e produtos de degradacéo, garantindo que o pico de resposta

seja exclusivamente de um componente simples, isto é, que nao existam

interferentes naquele tempo de retencéo.



Para verificar a especificidade de um método, deve-se primeiramente verificar
se 0s reagentes empregados na andlise ndo apresentam interferentes no mesmo
tempo de retencéo do analito. E necessario também analisar uma amostra “branco”,
onde a amostra ndo é submetida a aplicacdo do agrotoxico em estudo, para verificar
a presenca de interferentes da propria matriz (VIEIRA, LICHTIG, 2004).

2.7.3 Exatidao

A exatidado representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e o valor de referéncia aceito como
verdadeiro (SANTE, 2017). Os processos mais empregados na avaliagdo de um
método s&o: materiais de referéncia, comparacdo de metodos, ensaios de
recuperacédo e adicao padrao (RIBANI et al., 2004).

De acordo com instrugbes do Codex Alimentarius, na indisponibilidade de

material de referéncia certificado, a exatiddo pode ser avaliada através dos ensaios
de fortificacdo e recuperacao, sendo expressa como o percentual de resposta obtida
pela fortificacdo de uma amostra “branco”
. A fortificacdo consiste na adicdo de uma solucdo padrédo de residuo (s) de
agrotoxico (s) de concentracdo conhecida a uma amostra branco, e através da
analise desta amostra, pode-se verificar se a marcha analitica determina o principio
ativo quantitativamente.

O Codex Alimentarius e o DG-SANTE (2017) sugerem recuperacdes de 70 a
120% para analise de residuos de agrotoxicos (FAO/WHO, 2000), com precisao de
até + 20 %, entretanto, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este
valor pode ser de 50-120%, com precisdo de até + 15 % (RIBANI et al., 2004).

A limitacdo deste procedimento é o fato de o analito adicionado ndo estar
necessariamente na mesma forma que na amostra. Assim, a presenca de analitos
adicionados em uma forma mais facilmente detectavel poderia ocasionar avaliacbes

excessivamente otimistas da recuperacao (INMETRO, 2011).

2.7.4 Precisao

A precisao expressa o grau de repetibilidade entre os resultados de andlises

individuais quando o procedimento € aplicado mais de uma vez em uma mesma



amostra homogénea, em idénticas condi¢bes de analise (VIEIRA, LICHTIG, 2004).
Normalmente, € determinada para circunstancias especificas de medicdo e podem
ser expressas por meio da repetibilidade, reprodutibilidade e da precisao
intermediéria.

A preciséo é avaliada através do desvio padrédo absoluto (S), o qual utiliza um
namero significativo de medi¢cdes, normalmente maior que 20. Na pratica, em
validacdo de métodos, o niumero de determinagcdes € geralmente pequeno e o0 que
se calcula é a estimativa do S, sendo expressa em termos de desvio padréo relativo
(RSD) ou coeficiente de variacdo (CV) (INMETRO, 2011). Para métodos
empregados em nivel de analise de tracos ou impurezas, valores de desvio padrédo
relativo de até 20% sao aceitos, dependendo da complexidade da amostra (SANTE,
2017), podendo ser calculado através da Equagéo 3.

S
RSD%:X—XlOO (3)

m

Onde:

s = estimativa de desvio padr&o absoluto = {(x; — xm)*/ N- 1}*%
x; = valores individuais;

Xm = média das medidas em replicatas;

N = nimero de medidas.

» Repetibilidade: representa a concordancia entre os resultados de medicoes

sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medicdo, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento usado
sob as mesmas condi¢cdes, mesmo local, e repeticbes em um curto intervalo
de tempo (INMETRO, 2011).

» Precisdo_intermediaria: refere-se a precisdo avaliada utilizando o mesmo

método, no mesmo laboratério ou em laboratérios diferentes, mas definido
exatamente quais condicfes a variar, tais como: diferentes dias de analise,
diferentes analistas, diferentes equipamentos. Esta medida de precisdo é
reconhecida como a mais representativa de variabilidade dos resultados em
um laboratério e, como tal, mais aconselhavel para se usar (INMETRO,
20011; VIEIRA, LICHTIG, 2004).
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» Reprodutibilidade: € o grau de concordancia entre os resultados das




medi¢Oes de uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢cdes variadas como
operado, local, equipamentos, etc. Refere-se aos resultados dos estudos de
colaboracéo entre laboratorios e deve ser considerada em situagdes como a
padronizacdo de procedimentos analiticos (RIBANI et al., 2004; INMETRO,
2011).

2.7.5 Limites de Deteccao e de Quantificacao

O limite de deteccéo (LOD, do inglés Limit of Detection) representa a menor
concentracdo da substancia em andlise que pode ser detectada, mas né&o
necessariamente quantificada, com certo limite de confiabilidade utilizando um
determinado procedimento experimental, sendo expresso como uma concentragao
em uma determinada relacéo sinal-ruido, usualmente 3:1.

O limite de quantificacéo (LOQ, do inglés Limit of Quantification) representa a
menor concentracdo do analito que pode ser medido com certa confiabilidade nas
condicbes experimentais. O LOQ engloba uma relacdo entre a concentracao,
precisdo e exatiddo, sendo determinado em relacéo sinal-ruido, usualmente 10:1. O
LOD e o LOQ séo geralmente expressos em unidades de concentracdo (RIBANI et
al., 2004; VIEIRA, LICHTIG, 2004).

O LOQ do método também pode ser definido como o menor nivel de
fortificacdo que pode ser quantificado com valores de exatiddo (70-120%) e preciséo
(20%<RSD) aceitaveis conforme descrito no DG-SANTE/11813/2017 (SANTE,
2017).

Existem varias formas diferentes de se calcular LOD e LOQ: pelo método
visual, pelo método relacédo sinal ruido, pelo método baseado em parametros da
curva analitica ou pelos parametros do menor nivel de concentracdo empregado nos
estudos de fortificacdo, para o LOQ. O método mais empregado € o da relacdo sinal-
ruido, como pode ser observado na Figura 13, que representa a relacéo entre o sinal

cromatografico e o ruido da linha de base, e consequentemente o LOD e o LOQ.



Figura 13 — Diagrama demonstrando o ruido da linha base, e o sinal para LOD e
LOQ, para o método cromatografico.
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Entende-se por ruido, nos métodos cromatograficos, a flutuacéo da linha base
do cromatograma, considerando a diferenca entre a maior altura e a maior
profundidade dos picos, néo relacionada a nenhum composto detectado (SILVA,
2005). Porém, em técnicas analiticas de separacdo como as cromatograficas, a
medida do ruido as vezes é subjetiva, uma vez que a curva analitica é construida a
partir do valor das areas dos picos e ndo a partir da altura dos picos, senso assim
importante utilizar o método baseado nos parametros da curva analitica, que é
estatisticamente mais confiavel (RIBANI et al, 2004).

Para alcancar limites de quantificacdo desejados em sistemas analiticos
modernos, o extrato final deve ser concentrado de modo que a inje¢éo de 72 pL no
modo splitless forneca o grau necessario de sensibilidade. Entretanto, caso nao seja
realizada a etapa de concentracdo para evitar perdas, é necessario utilizar o sistema
de vaporizacdo com temperatura programavel (PTV, do inglés Programamed
Temperature Vaporizing), o qual permite injecdo de grandes volumes de amostra
(20-200 pL). Em um injetor do tipo PTV, as amostras sao injetadas abaixo do ponto
de ebulicdo do solvente de extracdo e a temperatura da porta de entrada do injetor é
mantida mais baixa enquanto ocorrer a eliminacdo de vapores de solvente via saida
da valvula split. ApGs a etapa de ventilacdo, o injetor é rapidamente aquecido e os
analitos sao transferidos para entrada da coluna analitica (DIEZ, et al, 2006).
Quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis de concentracéo é
importante saber qual o menor valor de concentragcdo do analito ou da propriedade
gue pode ser detectado pelo método (INMETRO, 2011).



2.7.6 Efeito Matriz

Em analises de residuos de agrotéxicos empregando GC, a quantificacdo de
muitos agrotoxicos € adversamente afetada por um fendbmeno conhecido como
“efeito matriz’, o qual tem sido estudado h& muitas décadas (ANASTASSIADES,
MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003; HERCEGOVA et al., 2007). Esse efeito &
observado como um aumento na resposta do detector quando o analito esta
presente no extrato da matriz em comparacdo com a resposta do mesmo analito
presente apenas em solvente organico. (HERCEGOVA et al. 2007).

A explicacdo mais aceitavel para esse fenomeno é que quando solucbes
analiticas preparadas em solvente livre de matriz sdo analisadas no sistema GC, os
analitos podem se ligar aos sitios ativos livres (principalmente os grupos silandéis) no
liner do injetor do GC, na coluna e na fonte de ions, o que é refletido na formacé&o de
picos com bandas, caldas ou outras alteracdes (FUJIYOSHI et al., 2016; RIMANYI et
al., 2015).

Entretanto, quando o analito € injetado estando presente em extrato da
matriz, os componentes co-extraidos da matriz (grupos hidroxi, amino, fosfato e
outros grupos relativamente polares) podem bloquear ou competir efetivamente com
0 analito para reagir com o0s sitios ativos presentes no sistema do GC durante o
transporte do analito do injetor para o detector (Figura 14). Essa interacdo pode
diminuir a disponibilidade desses sitios ativos para interagir com os analitos,
diminuindo as perdas dos analitos e aumentando a intensidade do sinal
(ANASTASSIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003: DIEZ et al., 2006;
HERCEGOVA et al., 2007; TSUCHYIAMA, KATSUHARA, NAKAJIMA, 2017).

Dessa forma, a reducdo na transferéncia dos analitos para a coluna ou
detector € causada pela adsorcdo do analito nestes sitios ativos ou por degradacéo
térmica, fato que pode explicar as altas taxas de recuperacfes (>120%) que sao
observadas quando comparadas com calibracdo apenas com solvente (FUJIYOSHI
et al., 2016; RIMANYI et al., 2015).



Figura 14 — Esquema do fluxo para o aprimoramento do efeito matriz em GC.
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Fonte: Adaptado de FUJIYOSHI et al., 2016.

Varios fatores influenciam o efeito matriz, entre eles destancam-se: a
estrutura quimica (ligacbes de hidrogénio caracteristicas) e propriedades fisicas dos
analitos; o numero e o tipo de sitios ativos no liner e na coluna do GC; o tipo de
matriz nos alimentos e amostras em geral; a razdo da concentracdo analito/matriz; a
temperatura de injecao e o tempo de interacdo (vazao, pressao, volume de injecao,
volume de expansao do solvente, diametro da coluna e tempo de retencéo). Entre
esses fatores o analito e sua concentracdo ndo podem ser alterados, mas pode-se
tentar reduzir ou eliminar este efeito variando-se cada um dos demais aspectos,
principalmente o processo de injecdo (ANASTASSIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY,
2003; FUJIYOSHI et al., 2016; HERCEGOVA et al.,, 2007; TSUCHYIAMA,
KATSUHARA, NAKAJIMA, 2017).

Para corrigir o efeito matriz, numerosas estratégias tém sido propostas,
incluindo: método da adicédo de padréo, reducdo ou eliminacdo dos componentes da
matriz (por purificacdo extensiva da amostra) ou dos sitios ativos; modificacdo da
técnica de injecdo em GC; mascaramento dos sitios ativos do liner (FUJIYOSHI et
al., 2016; HERCEGOVA et al., 2007; TSUCHYIAMA, KATSUHARA, NAKAJIMA,
2017), uso de analitos protetores e uso de padrdes internos marcados. A maioria

destes métodos, entretanto, apenas obteve sucesso em aumentar o tempo, 0



trabalho e o custo da andlise porque o efeito matriz ndo pode ser eliminado
completamente (HERCEGOVA et al., 2007; RIMAYI et al., 2015).

O uso de injecao a frio, direto na coluna, € uma alternativa para reduzir o
efeito matriz, mas técnicas on-column levam a um desgaste maior da coluna e sao
impraticaveis para aplicagcbes de rotina para matrizes complexas. Injecdo por
vaporizacdo com temperatura programavel (PTV) é geralmente preferida sobre
técnicas on-column, mas envolve o uso de um liner como técnica classica de
injecao.

A purificacdo extensiva dos extratos é outra ferramenta que pode funcionar
em teoria para eliminar o efeito matriz, mas é insustentavel na pratica, devido ao
largo espectro de polaridades dos compostos em andlises multirresiduais e
multiclasses e também devido a complexidade das matrizes. Como em alguns
casos, o efeito matriz normalmente fornece picos mais definidos e mais altos, isso
pode servir para melhorar as andlises, sendo melhor tirar vantagen deste fendmeno
do que tentar elimina-lo (ANASTASSIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003).

No campo das andlises de residuos de agrotoxicos, uma pratica comum em
muitos laboratérios é a utilizacdo do méetodo de superposicdo de matriz (“matrix-
matched”), combinado com o uso de analitos protetores, como a ferramenta mais
pratica para compensar o efeito matriz (ANASTASSIADES, MASTOVSKA,
LEHOTAY, 2003; GRIMALT, DEHOUCK, 2016; HERCEGOVA et al.,, 2007;
TSUCHYIAMA, KATSUHARA, NAKAJIMA, 2017;).

O maior obstaculo do método de superposicdo de matriz € a dificuldade em
preparar extratos de matrizes para padrdes de calibracdo, pois se sabe que o efeito
matriz pode variar de uma amostra para outra mesmo sendo 0 mesmo tipo de
amostra. Embora o uso do mesmo extrato branco de matriz como amostra possa
fornecer uma matriz ideal para calibracdo, isso ndo é factivel na realidade de
analises de rotina. Considerando que o efeito matriz residual é complicado e
frequentemente impraticavel, a inconsisténcia do efeito matriz entre diversas
amostras pode afetar severamente a qualidade dos resultados obtidos neste método
de superposicdo de matriz, especialmente quando as matrizes alimentares sao
altamente complexas (TSUCHYIAMA, KATSUHARA, NAKAJIMA, 2017).

Outra desvantagem desse método é que apés injecdes repetidas de solucdes
de amostras, os componentes de baixa volatilidade da matriz vao se acumulando em

superficies potencialmente inertes e acabam formando novos sitios ativos que



causam 0s mesmos problemas. Esta é a razao porque realizar analises no sistema
GC com matriz € apenas um remédio ineficaz e de curta duracdo, o qual também
aumenta a necessidade de manutencdo do sistema GC ao longo do tempo
(ANASTASSIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003; FUJIYOSHI et al., 2016).

A exatiddo nas analises quantitativas dos analitos susceptiveis depende da
compensacgao consistente do efeito matriz ou da superaracdo deste problema.
ldealmente, a causa raiz (silandis, ions metélicos e outros sitios ativos na superficie
do sistema GC) deve ser eliminada para resolver este problema. Entretanto, é
virtualmente impossivel ter uma superficie de GC que seja totalmente inerte, de
baixo custo e toleravel a aquecimento para evitar o problema do efeito matriz, até
mesmo colunas com fase poliméricas mais estaveis sdo destruidas em altas
temperaturas produzindo grande atividade superficial (ANASTASSIADES,
MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003).



3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento e a validagdo de método cromatografico individual para
determinacdo de ditiocarbamatos em camas bioldgicas, empregando GC-MS com
espectrébmetro de massas triplo-quadrupolo bem como a validacdo de método
multirresidual para determinagédo de residuos de agrotdxicos em camas biologicas,
empregando GC-MS/MS, foram desenvolvidos no Centro de Pesquisa e Andlise de
Residuos e Contaminantes (CEPARC), Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), em parceria com a Estacdo de Fruticultura
Temperada (EFCT), da Embrapa Uva e Vinho (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria), localizada na cidade de Vacaria, RS.

A biomistura “branco” (sem agrotdxicos) para o estudo de ambos os métodos
e as amostras contaminadas analisadas, foram fornecidas pela Embrapa, onde foi
realizado o estudo do desempenho das camas biologicas, bem como avaliacao

ecotoxicologica do sistema, por Carniel (2015).

3.1 INSTRUMENTACAO

» Cromatografo a gas 450 (Varian, Holanda);
- Amostrador automatico modelo 8400 (Varian, Holanda);
- Injetor modelo 1079 PTV (Varian, Holanda), com insersor de vidro
silanizado, diametro interno de 3,4 mm. Modo de injecao split/splitless (1:5);
- Coluna capilar CP Sil-8 CB (95% dimetilpolisiloxano e 5% fenil) de silica
fundida, 50 m de comprimento, 0,32 mm de d.i. e 1,2 uym de espessura
de filme (Varian Chrompack, Holanda);
- Coluna capilar VF-5 MS (95% metilpolisiloxano e 5% fenil) de silica fundida,
30m x 0,25 d.i. x 0,25 um de espessura de filme (Varian Chrompack,
Holanda);

» Espectrémetro de massas TQ-MS 320 (Bruker, EUA) com sistema de aquisi¢ao

de dados Workstation 6.6 (Varian, EUA);
» Banho de ultrassom 12 (Bransonic, Alemanha);
» Homogeneizador Polytron modelo PT/MR 3100 (Kinematica, Suica);

» Centrifuga modelo Hareus Varifuge (Thermo Scientific, Alemanha);



» Compressor de ar ambiente com reserva horizontal 110 L 10/110 red, para
resfriamento do injetor (Chiaperini Industrial, Brasil);

Balanca Analitica com precisédo de quatro casas decimais PM 600 (Metler, Suica);

Balanca Analitica com preciséo de duas casas decimais PM 600 (Metler, Suica);

Sistema de purificac@o de agua Mili-Q ELIX (Milipore, Brasil);

Dispensadores de volume, capacidade de 10, 30 e 50 mL (Brand, Alemanha);

Micropipetadores automaticos de vérias capacidades (Brand, Alemanha);

Banho termostatizado com agitacéo, tipo Dubnoff (Nova Instruments, Brasil);

Concentrador modelo Rapidvap (Labconco Corporation, EUA);

Pipetador Hand Step (Brand, Alemanha);

Seringas de volumes de 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pL (Hamilton, Suica);

Frascos de vidro ambar, com capacidade de 20, 50 e 100 mL, com tampa
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rosqueavel e batoque de teflon e silicone (Bester, Holanda);

» Vidrarias comuns de laboratério (béqueres, baldes volumétricos calibrados, entre
outros);

» Frascos de vidro com capacidade de 250 mL, com tampa rosqueavel;

» Tubos de polipropileno, com tampa rosqueavel, com capacidade de 250 mL.

3.2 GASES

> Hélio 99,999% de pureza (Air Gases, Brasil) — gas de arraste;

» Argbnio 99,999% de pureza (Air Liquid, Brasil) — gas de coliséo.

3.3 REAGENTES E SOLVENTES

> Agua purificada em sistema Mili-Q ELIX (Milipore, Brasil);

» Isoctano (2,2,4-trimetilpentano), grau residuo de agrotéxico (Macron Chemicals,
EUA);

» Material de referéncia dos agrotéxicos selecionados para este estudo incluindo os
padrdes internos marcados com pureza acima de 98,0%, Dr. Ehrenstorfer
(Augsburg, Alemanha),

» CS, com pureza acima de 98,5% (Sigma Aldrich, USA);

» Solucédo concentrada de &cido cloridrico, P.A. (Synth, Brasil);

» Cloreto de Estanho (OSO), P.A.- (Synth, Brasil);



> Acetona, tolueno e &cido fosférico, grau residuo (Meallinckroft, EUA);
> Isoctano grau residuo (Lab-Scan Analytical sciences, Irlanda);
» Extran alcalino (Merck, Brasil).

3.4 AGROTOXICOS SELECIONADOS PARA ESTUDO

No método individual, o agrotdxico da classe dos ditiocarbamatos selecionado
para este estudo em camas biolégicas foi o Tiram. J& para o0 método multirresidual
foram selecionados sete agrotoxicos para serem determinados em camas
biolégicas. As caracteristicas de pureza, classe, grupo quimico e toxicologia de
todos os agrotoxicos estudados encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Agrotoxicos estudados nos métodos individual e multirresidual, com suas
respectivas classes, grupo quimico, classificacédo toxicolégica e formula molecular.

L Classificacéo Formula o
Agrotoxico . Classe Grupo quimico
toxicologica molecular

Captana Classe IV CoHgCIzNO,S Fungicida Dicarboximida
Clorotalonil Classe IlI CsCI4N, Fungicida Isoftalonitrila
Clorpirifés- ici ici

o P Classe Il CoH11CIsNO3sPS Inseticida, fqrm|C|da € Organofosforado
etilico acaricida
Fenitrotiona Classe Il CoH1,NOsPS Inseticida e formicida Organofosforado
Fosmete Classe | C11H12NO4PS; Inseticida e acaricida Organofosforado
Metidationa Classe I CeH1:N,04PS; Inseticida e acaricida Organofosforado
Tebuconazol Classe IV C16H22CIN;O Fungicida Triazol

Tiram Classe IlI CsH12N2S, Fungicida Dimetilditiocarbamato




3.5 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

3.5.1 Solugdes utilizadas no método individual

A solucéo estoque de tiram foi preparada na concentracdo de 1 g L™ (solucéo
A), através da dissolucao da substancia sélida em tolueno. A partir da solugéo A, foi
preparada uma solucéo analitica intermediaria de concentracdo de 0,1 g L™ (solucéo
B) em tolueno. Ambas as soluc¢des foram empregadas nos ensaios de fortificacéo e
recuperacdo do analito, sendo armazenadas em frasco ambar e em congelador a -
18 °C.

Para a confeccdo da curva analitica, inicialmente foi preparada uma solucéo
estoque de CS, em isoctano, na concentracdo de 4 g L™ (solucéo estoque). A partir
dessa solucéo, foram preparadas as solucdes de trabalho através de diluicbes, nas
concentracdes de 40 e 4 mg L™, ambas em isoctano/tolueno (9:1, v/v). As solucées
utilizadas para a confec¢éo da curva analitica preparadas tanto em isoctano/tolueno
(9:1, v/v), quanto no extrato “branco” de biomistura, nas concentra¢cdes de 0,05; 0,1;
0,5; 1; 3; 5 e 10 mg L™, foram armazenadas por um periodo de até 15 dias.

A solucéo de cloreto de estanho a 1,5% em HCI 4 mol L™ foi preparada pela

dissolucéo de 15 g de cloreto de estanho em solucéo de &cido cloridrico 4 mol L™,
3.5.2 Solucdes utilizadas no método multirresidual

A solucdo estoque individual de cada agrotoxico, incluindo as solucdes dos
padrdes internos marcados, foram preparadas em tolueno e armazenadas em frasco
ambar em congelador a -18 °C. Para o preparo dessas solucdes, foi realizado o
célculo para determinar a massa de cada substancia a ser pesada, de acordo com a
pureza de cada agrotéxico, a fim de se obter a concentracdo de 1000 mg L. Uma
solucdo analitica na concentracdo de 1 mg L™, de uma mistura contendo todos os
sete agrotéxicos (com excecdo dos padrdes intenos e do produto de degradacao
tetrahidroftalimida) foi preparada em isoctano:tolueno (9:1, v/v) em um volume total
de 50 mL. Essa solucdo intermediaria (1 mg L) foi utilizada nos estudos de
fortificacdo e recuperacao e para o preparo das solucdes analiticas para a confeccao

das curvas analiticas, tanto em solvente organico quanto em extrato “branco” de



biomistura, nas concentracdes de 1; 5; 10; 20; 50; 100; 200 e 300 ng mL™. Estas
solugbes também foram empregadas para o estudo da linearidade e do efeito matriz.

As solugbes analiticas dos padrdes internos utilizados neste estudo foram
preparadas em tolueno, a partir de diluices da solucéo estoque individual de cada
agrotéxico. A solucdo do padrdo interno do procedimento (PCB-153) foi preparada
na concentracdo de 100 mg L™ e a solucéo do padrdo interno do instrumento (HCB-
C13) foi preparada na concentracdo de 10 mg L™.

O solvente de extracdo empregado no método 1 (acetona:agua:acido
fosférico, 98:1:1, v/v/v) contendo o padrao interno do procedimento (PCB-153, 50 ng
mL™) foi preparado pela transferéncia de 980 mL de acetona para frasco volumétrico
com capacidade para 1 L, seguido da adicdo de 10 mL de 4gua e 10 mL de acido
fosforico, adicionado de 50 pL da solucéo estoque de PCB-153 na concentracao de
1 g L™. Todas as solucées analiticas foram armazenadas em congelador a -18 °C e
antes de serem utilizadas, foram retiradas do congelador para aguardar até que

atingissem a temperatura ambiente.

3.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO INDIVIDUAL

3.6.1 Otimizacao das condi¢cbes cromatograficas

Para a determinacédo do tempo de retencédo do CS; foram injetadas solucdes
desta substancia preparadas em isoctano:tolueno (9:1, v/v) na concentracdo de 3
mg L™ no sistema GC-MS. As condi¢es cromatogréaficas empregadas neste estudo
foram baseadas no estudo de Pizzutti et al. (2017), onde alguns parametros foram

otimizados para melhor desempenho da andlise, e estao descritas no item 3.6.1.1.

3.6.1.1 Condi¢cdes Cromatograficas do sistema GC-MS

v' Temperatura do injetor: 250 °C;

v" Programacdo da valvula do sistema split do injetor: split na razdo de 1:5.
Com inicio de 20% por 0,1min, fechamento da valvula do split até 1,75 min e
injecdo de 100% até o final da corrida;

v" Coluna capilar CP Sil-8 CB (item 3.1);



v" Programa de temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de 45 °C
mantida por 4 minutos, com incremento de 30 °C min™ até 230 °C;

Volume de injecao: 1,0 uL;

Vazdo do géas de arraste: constante em 1,0 mL min';

Modo de ionizacéo: El positivo;

Temperatura da fonte de ionizagéo: 290 °C;

Temperatura do Transferline: 285 °C;

Temperatura do Manifold: 40 °C;

Filamento permaneceu ligado entre 4 e 5 minutos;

N N N N N Y NN

fons monitorados: ion 76, no modo SIM, sendo o ion 76 empregado para a
guantificacdo por ser o ion mais abundante. Nestes casos, onde o analito
possui uma massa muito baixa, 0 emprego de um pico isétopo para a
confirmac&o do mesmo é aceito (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Sabe-se que a massa molecular CS; é de 76 u e, devido a baixa massa
molecular, os espectros de massa correspondentes (ions do produto) ndo sao
ricos em ions fragmentados. No entanto, outros critérios devem ser levados
em consideracao para a identificagcdo do CS,, porque 0s ions com massas
superiores nao estdo disponiveis. A confirmacdo pode ser realizada com o
pico de isotopo de m/z 78 e a relacao isotdpica muito especifica de 10:1 (m/z
76/78). A identificacdo completa é adicionalmente baseada nos critérios,
como o tempo de retencéo correto (+/- 0,1 min, para a amostra em relacéo ao
padrdo), formas de picos cromatograficos e o alinhamento dos picos nos

cromatogramas de ions reconstruidos de m/z 76 e 78.

3.6.2 Anédlise dos solventes e reagentes e da biomistura “branco”

Para verificar a pureza dos solventes e reagentes empregados, com relacao a
possiveis interferentes, realizou-se a analise dos mesmos através do procedimento
de extracdo discutido no item 3.6.5, com excecdo da etapa de adicdo do analito
(fortificacdo). Dessa forma, péde-se certificar de que os solventes e reagentes eram
apropriados para serem empregados no desenvolvimento do método proposto.

A biomistura “branco” (sem conter o analito estudado) também foi submetida
ao mesmo procedimento de extragéo, para se certificar de que esta ndo continha a

substancia em estudo, ou outro interferente no mesmo tempo de retencdo do CS,.



Para a validacdo do método analitico foi utilizado como “branco”, biomisturas
provenientes de reatores (camas biolégicas) montados na sede da Embrapa, com a
biomistura composta por palha, solo e turfa na proporcao de 50:25:25 (v/v/v), isenta
de agrotéxicos ditiocarbamatos ou outros agrotoxicos. A palha de trigo utilizada na
biomistura foi triturada em pedacos de aproximadamente 2 cm. O solo,
caracterizado como Latossolo Bruno Alico, com teor de argila na faixa de 65%, areia
na faixa de 8% e silte na faixa de 27%, foi coletado a 10 cm da superficie, nos
pomares da estacdo da Embrapa. A turfa utilizada foi adquirida da empresa Beifort
de Garibaldi, RS.

ApOs a coleta, os solos foram peneirados em malha de 2 mm, e desfaunados
por trés ciclos de congelamento a -20 °C durante 24 horas para posterior
contaminacao. A umidade foi ajustada entre 40 e 60% da capacidade de retencéo de
agua. Os valores de pH e demais caracteristicas quimicas e fisicas de cada solo

encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas fisicas e quimicas dos solos empregados como “branco”.

Parametros Latossolo Nitossolo
pH (agua) 4,9 4.8
SMP 5,9 53
CTC efetiva (mole/dm®) 10,01 8,65
Matéria Organica 0,8 0,5

Carbono Orgéanico

Total (mg/dm?®) o 63
Ca (cmolc/ dm?®) 6,88 3,99
Mg (cmolc/ dm?®) 2,13 1,40

P (mg/ dm®) 13,9 2,1
Cu (mg/ dm®) 10,6 18,3
Fe (mg/ dm®) 77,7 55,3

K (mg/ dm®) 271 141

Teor de argila (%) 30 47

Teor de Areia(%) 24 18

Teor de Silte (%) 46 35
Classe Textural Franco argiloso Argila

Fonte: Laboratério de Analise de Solos — LAS, UDESC/CAV, 2015.



3.6.3 Construcao das Camas Bioldgicas

Para avaliar a degradacdo do agrotéxico mancozebe, na Estacdo
Experimental Embrapa Uva e Vinho de Vacaria - RS, foi realizada uma simulag&o de
camas biolégicas, denominadas reatores. Os reatores foram construidos utilizando
caixas de agua com capacidade de 360 litros, nas quais o fundo foi preenchido com
brita para evitar a entrada de particulas solidas nos canos de drenagem que foram
inseridos para possibilitar a coleta do lixiviado.

Uma camada fina de tecido tule foi adicionada sobre a camada de brita a qual
foi recoberta por uma camada de biomistura devidamente homogeneizada, ou por
uma camada de solo (Latossolo ou Nitossolo), peneirados em mesh de 4 mm.
Posteriormente, uma camada de grama foi depositada sobre a camada da
biomistura ou solos, sendo denominado de reator piloto (Figura 15).

Figura 15 - Montagem dos reatores pilotos. No fundo o reator possui um cano (A)
para a drenagem do lixiviado e sobre este cano uma camada de pedra britada (B)
para auxiliar na filtracdo do lixiviado. A biomistura (C) foi colocada acima da camada
de pedra e por fim o reator recebe uma camada de grama (D).

Foto: Luciano Gebler.



Nove reatores foram construidos em duplicatas, denominados A e B,
conforme disposto na Figura 16, resultando em um total de 18 reatores. Cinco deles
continham biomisturas (reatores 1 a 5) e quatro continham dois tipos representativos
de solo brasileiro - Latossolo e Nitossolo (reatores 6 a 9). Os reatores que continham
biomistura (reatores 1 a 5) foram construidos de acordo com o modelo original
desenvolvido na Suécia, com uma mistura de palha, solo e turfa nas proporgées de
50:25:25 (v/viv) (CASTILHO, TORSTENSSON, STRENTON, 2008).

Os reatores 6 e 7 foram construidos apenas com Latossolo, enquanto 0s
reatores 8 e 9 foram construidos apenas com Nitossolo. Esses solos (Latossolo e
Nitossolo) eram solos agricolas localizados em um pomar comercial onde a
fruticultura era praticada ha mais de 10 anos e foram coletados da camada
superficial entre zero e dez centimetros de profundidade para maximizar a vida
microbiana proporcionando "semente" para os processos de biorremediacdo do
sistema. O controle de umidade nos reatores foi realizado através da aplicacdo de
uma cobertura plastica para evitar a entrada de chuvas que podem causar uma
saturacdo do sistema e também para controlar a adicao de volumes de efluentes da

lavagem dos maquinarios, de modo a evitar a lixiviacao.

Figura 16 - Mapa dos reatores que sofreram contaminagdo com ditiocarbamatos.
Reatores 2, 3, 4, 5 utilizaram biomistura. Reatores 6 e 7 utilizaram latossolo e
reatores 8 e 9 empregaram nitossolo para a constru¢cao das camas biologicas.

Foto: Luciano Gebler



3.6.4 Contaminacao dos reatores

A sobra de caldas de tanques pulverizadores se deve a imprecisédo
dos equipamentos comerciais de pulverizacdo, pois € comum haver tal sobra,
mesmo apos a devida calibragédo para aplicacdo do produto sobre uma determinada
area. Essa calda mais os efluentes das lavagens dos equipamentos realizadas ap6s
a execucao do tratamento fitossanitario no campo compunham o efluente depositado
nos reatores, sendo que cada um deles recebeu trés aliquotas, distribuidas
homogeneamente sobre sua superficie.

Os reatores receberam no total trés descartes de efluentes produzidos das
sobras dos tanques dos pulverizadores e efluentes da lavagem externa das
maquinas e equipamentos, apdés aplicacdo do agrotoxico Mancozebe (produto
comercial Dithane NT® 4 g L (correspondente a 2,25 g L* de CS,). As
contaminagdes ocorreram no inicio do estudo, em dezembro de 2013, e novamente
trés meses apos a primeira contaminacao, nos dias 6 e 14 de marco de 2014.

Os reatores 1A e 1B (n&do representados na figura 16) nao foram
contaminados (reatores “branco”). Os reatores 2A, 2B, 3A e 3B foram contaminados
com uma dose Unica de mancozebe (produto comercial Dithane NT®, 4 g L*
correspondente a 2,25 g L™ de CS,), com 1 (reatores 2A e 2B) e 0,5 L (reatores 3A
e 3B), respectivamente, para simular um derrame acidental. Os reatores4a9 (Ae B
cada) receberam um total de trés aliquotas de efluentes provenientes de um tanque
pulverizador com residuos e da lavagem de maquinas e equipamentos utilizados na
aplicacdo a campo do agrotoxico comercial Dithane NT® (Tabela 5). Os reatores 4 (A
e B), 6 (A e B) e 8 (A e B) receberam o dobro do volume de efluentes, em relacéo
aos seus reatores pares 5 (A e B), 7 (A e B) e 9 (A e B), para avaliar a capacidade

de saturacao do sistema (Tabela 5).



Tabela 5 — Data de aplicacdo e volume do agrotoxico (efluentes provenientes dos
pulverizadores) aplicados nos reatores contaminados com Dithane NT® (4 g L) em
cada etapa de contaminagao.

Reatores/volume (L) aplicado de Dithane NT®

Data de 4 5 6 7 8 9
aplicacdo  Biomistura Biomistura Latossolo Latossolo Nitossolo Nitossolo

A B A B A B A B A B A B
18/12/13 50 50 25 25 50 50 25 25 50 50 25 25
06/03/14 50 50 25 25 50 50 25 25 50 50 25 25
14/03/14 50 50 25 25 50 50 25 25 50 50 25 25
Total (L) 150 150 75 75 150 150 75 75 150 150 75 75

A amostragem foi realizada de acordo com a Tabela 6. As sub-amostras
foram retiradas dos reatores em forma de colunas com sacos de plastico, visando
atingir toda a profundidade e, ao mesmo tempo, realizada em pelo menos 3 ou mais
pontos (centro e lados), sendo todas as sub-amostras misturadas para tornar a
amostra composta representativa. As bolsas de plastico com as amostras foram
armazenadas em congelador a -80 °C até andlise para evitar a degradacdo de

mancozebe apds o passo de amostragem (MATOS et al., 2001).

Tabela 6 — Esquema de amostragem, em numero de meses ap0s a contaminacao
dos reatores com Dithane NT® (mancozebe).

Tempo de coleta dos Tempo apds contaminacgao
reatores pata (meses)
TO Dezembro/2013 0
T1 Fevereiro/2014 2
T2 Abril/2014 4
T3 Julho/2014 7
T4 Agosto/2014 8

T5 Fevereiro/2015 14




3.6.5 Procedimento de extragcdo de ditiocarbamatos

3.6.5.1 Procedimento de fortificacéo e extracdo da biomistura

Para a realizacdo do procedimento experimental do método individual,
esquematizado na Figura 17, pesou-se 50 + 0,5 g de biomistura em frascos de vidro
com tampa rosqueavel, com capacidade de 250 mL e em seguida fortificou-se a
biomistura com solucéo do agrotdxico tiram, em trés diferentes concentracdes: 1; 3 e
5 mg kg™, adicionando-se 80, 240 e 400 pL respectivamente, da solu¢do 1000 mg L’
!, Também foram analisadas 7 amostras “branco” de biomistura. Na sequéncia,
adicionou-se 25 mL de isoctano, sendo necessaria agitacdo manual nesta etapa
para completa homogeneizacéo. Apds agitacdo, acrescentou-se 150 mL de solucéo
de SnCl, 1,5% em HCI 4 mol L™ e fechou-se rapidamente o frasco, pois a partir do
momento que se adiciona a solugcdo acida ao meio, inicia-se a hidrolise das
moléculas de ditiocarbamatos formando CS;, o qual pode ser perdido por
volatilizacao.

Posteriormente, colocaram-se os frascos em banho de agua com agitacéo, a
80 °C por 1h. ApOs este periodo, os frascos foram retirados e deixados a
temperatura ambiente para resfriamento. ApoOs total resfriamento, realizou-se a
transferéncia de 1,5 mL da camada superior contendo o solvente organico (que
contém o CS; solubilizado em isoctano) para vial e analisou-se por GC-MS. O
procedimento de fortificacdo foi realizado em 7 replicatas (n=7), tanto para o

“branco” de biomistura quanto para cada porcéo de biomistura fortificada.



Figura 17 - Representacdo esqueméatica do meétodo de extracdo para a
determinacao de residuos de ditiocarbamatos em camas bioldgicas.

50 + 0,5 g de biomistura
|

25 mL de isoctano

150 mL de solucdo de SnCl, 1,5%
em HCl 4 mol L™

Banho de agua 80 °C,
agitacdo por 1 h

Amostra resfriada a temperatura
ambiente

1,5 mL camada superior para vial

Andlise por GC-MS

3.6.6 Validacédo do Método individual para determinacéo de ditiocarbamatos em

camas biolégicas
3.6.6.1 Curva analitica e linearidade

O preparo da curva analitica € uma das etapas mais importantes na analise
guimica, pois sem um procedimento de calibracdo adequado, a precisdo e a
exatiddo podem estar comprometidas. Para a obtencéo das curvas analiticas, foram
preparadas solucfes analiticas em diferentes concentracdes, de ordem crescente:
0,05; 0,1; 0,5; 1; 3; 5e 10 mg CS, L™, tanto em solvente organico (isoctano/tolueno
9:1, v/v) quanto no extrato “branco” de biomistura, e injetou-se 1 L de cada solucéo
analitica no sistema GC-MS, obtendo-se as areas, no tempo de retencdo pré-

determinado.



Através dos dados obtidos verificou-se a linearidade do método
cromatografico. Aléem do coeficiente de determinagdo, a linearidade foi avaliada
através dos valores de residuos (Apéndice 2), que demonstram o percentual de
variagdo de cada ponto de uma curva analitica com relagdo ao modelo matematico
empregado (y= ax + b). Segundo o DG-SANTE, valores de residuos entre + ou -

20% séo ideais para considerar um método como sendo linear.

3.6.6.2 Limites de deteccéo e de quantificacao

Para a determinac&o do limite de deteccdo e do limite de quantificacédo do
instrumento, foram realizadas inje¢ces em ordem decrescente de concentracéo (10;
5; 3; 1; 0,5; 0,1 e 0,05 mg CS;, L™") até que o pico atingisse uma altura referente a
trés vezes o ruido da linha base, nas proximidades do tempo de retencao do pico de
interesse. Para a determinacdo do limite de quantificacdo, adotou-se 0 mesmo
procedimento, mas considerando o valor para o qual a altura do pico fosse dez

vezes superior ao ruido da linha base.

3.6.6.3 Precisao e precisao intermediaria

A precisdo, em termos de repetitividade da resposta do instrumento,
empregada no método cromatografico, foi avaliada efetuando-se 7 injecdes de cada
solucdo analitica nas concentracdes de 0,05; 0,1; 0,5; 1; 3; 5 e 10 mg CS, L™* no
sistema GC-MS. Cada solucéo injetada foi retirada de um vial diferente, selado, para
gue nao ocorresse perda do CS, durante o tempo de espera entre as injecdes. Para
avaliar a precisao intermediaria do método, foram realizados estudos de fortificacédo
e recuperacéo em trés diferentes concentracdes (1; 3 e 5 mg kg™), com 7 replicatas
(n=7), conforme descrito no item 3.6.5,1, sendo cada extrato acondicionado em um
vial individual e injetado uma vez. Apés um intervalo de 3 dias, este procedimento foi
repetido por outro analista e entdo foram calculadas as médias dos percentuais de
recuperacdo das sete replicatas de cada analista. Posteriormente, foram calculados
os resultados médios obtidos pelos dois analistas, para cada nivel de concentracéo

e entdo se calculou o RSD%.



3.6.6.4 Exatidao (Estudo de fortificacéo e recuperacao)

Os ensaios de recuperacdo do analito sao realizados pela andlise de matriz
‘branco” adicionadas de quantidades conhecidas do mesmo. O analito deve ser
adicionado na amostra em pelo menos trés diferentes concentragdes, por exemplo,
préximo ao limite de detecgdo, proximo a concentracdo maxima permitida e em uma
concentragdo proxima a da faixa de uso do método.

Para os estudos de recuperacgéao, efetuou-se a adicao de tiram ao “branco” de
biomistura, em trés diferentes concentracdes (1; 3e 5 mg kg™), com sete replicatas
cada (n=7), seguido da extracdo pelo método descrito no item 3.6.5.1. ApoOs a
extracdo, cada extrato foi acondicionado em um vial individual e analisado por GC-
MS para a identificacdo e quantificacdo do CS,. Os resultados obtidos apds extracao
e andlise foram denominados de valor obtido, e o valor da fortificacdo da amostra foi
o valor real. Os percentuais de recuperacdo foram obtidos empregando-se a
equacgéo 2 (item 2.7.1).

3.6.6.5 Efeito Matriz

No desenvolvimento de um método analitico, as possiveis interferéncias da
matriz na analise cromatografica devem ser levadas em consideracdo. Para isso,
sdo preparadas duas curvas analiticas, sendo uma a partir de solucdes analiticas
preparadas em solvente organico e a outra a partir de solucdes analiticas
preparadas no extrato “branco” de biomistura (matrix-matched calibration). Na
avaliacdo do efeito matriz, realiza-se uma comparacéo entre as inclinacdes das retas
das curvas analiticas obtidas a partir da analise das solu¢des analiticas preparadas
em solvente organico e daquelas preparadas no extrato “branco” de biomistura, de
acordo com a equacao (4) (SANTE, 2017).

Efeito Matriz (%): [( inclinagdo da curva analitica em matriz ) _ 1] <100 (4)

inclinag@o da curva analitica em solvente

Através deste calculo, € verificado se a matriz exerce efeito positivo (aumento
de sinal) ou negativo (diminuicdo de sinal) sobre o resultado da analise. Considera-

se que quando o resultado for fora da faixa de £ 20% o efeito matriz comecga a



exercer influéncia nas analises, sendo recomendada a construcdo das curvas

analiticas no extrato da matriz para minimizar este efeito (SANTE, 2017).
3.6.6.6 Analise de biomisturas contaminadas

ApOs o desenvolvimento e validacdo do método cromatogréfico para
determinacdo de ditiocarbamatos em camas biolégicas, foram realizadas analises
em amostrais de camas bioldgicas, construidas pela EMBRAPA na cidade de
Vacaria (RS, Brasil). Cada andlise foi realizada em triplicata.

3.7 VALIDACAO DO METODO MULTIRRESIDUAL PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM CAMAS BIOLOGICAS

As condi¢cbes cromatograficas utilizadas neste estudo foram estabelecidas a
partir do estudo otimizado e validado para determinacdo multirresidual de

agrotoxicos em frutas e vegetais, desenvolvido por Dias et al. (2017).
3.7.1 Condicbes cromatograficas

» Volume de injecéo: 5 pL;

» Modo de injecao: split (razdo 1:5);

» Rampa de temperatura do forno da coluna: 80 °C (1,0 min), 180 °C a 25 °C min’
1280 °C a 10 °C min™* e 300 °C a 30 °C min™ (1,0 min);

» Temperatura do injetor: rampa iniciando em 80 °C (0,1 min), aumentando para

300 °C a 200 °C min™ (20 min);

Gas de arraste: Hélio;

Vazdo do gés de arraste: 1,2 mL min™;

Tempo total de corrida: 20 min;

YV V V V

Condicdes do MS: Temperatura da fonte de ions: 250 °C;
Temperatura do Transfer line: 280 °C;
Temperatura do Manifold: 45 °C;
Modo de aquisicao de ions: MRM;
Duas transicbes MRM foram monitoradas para cada um dos agrotoxicos, de

acordo com os parametros descritos na Tabela 7.



Tabela 7 — Agrotoxicos estudados, tempos de retencdo e parametros de andlise do
espectrémetro de massas para determinagdo dos agrotoxicos por GC-MS/MS.

" lon Primeira transi¢cédo Segunda transicao
s assa :
Agrotoxico mol. tr (min) (Qn:J/azl;]t. lon lon CE Ion lon CE
precursor  Produto (eV) precursor Produto (eV)
Captana 301 12.16 107 263 107 10 263 148 10
Clorotalonil 266 8.89 231 266 168 20 266 231 15
Clorpirifés 350 10.89 349 314 258 10 314 268 10
Fenitrotiona 277 10.61 109 277 109 20 277 260 5
HCB-C13 (P.I.I) 290 7.63 255 290 220 25 290 255 15
Metidationa 302 12.39 85 125 79 10 145 85 10
Fosmete 317 15.76 105 160 105 20 160 133 10
PCB-153(P.I.P) 360 14.3 290 360 290 25 360 325 12
Tebuconazol 308 15.07 125 250 125 20 250 153 10
Tetrahidrofit.? 151 5.71 80 151 80 10 151 123 5

% Produto de degradacdo de agrotoxico (captana), ndo incluido na solugdo analitica mistura e nas
solugBes de fortificacéo.
CE - energia de colisdo

3.7.2 Controle de qualidade

Com a finalidade de propiciar um controle de qualidade eficiente para avaliar
a eficacia do prodecimento de extracdo e do sistema de injecdo, foram utilizados
dois padrdes internos isotopicamente marcados. PCB-153 foi utilizado como padrao
interno do procedimento (P.I.P.) e HCB-C13 foi utilizado como padrdo interno do
instrumento (P.1.1.). Para o método 1, o P.1.P. foi adicionado diretamente no solvente
de extracdo, acetona:agua:acido fosférico (98:1:1, v/v/v) na concentracdo de 50 ng
mL™ e o P.LI. foi adicionado diretamente na mistura de isoctano:tolueno (9:1, v/v) na
concentracdo de 100 mg L™, a qual foi empregada para reconstituir o residuo apés
evaporacao do extrato da amostra, anteriormente a analise por GC-MS/MS.
Para o método 2, as biomisturas “branco” foram fortificadas com 25 uL da
solucdo 100 mg L™ de PCB-153 (P.I.P.) e foram adicionados 10 pyL de HCB-C13
(P.I.1) na concentracdo de 10 mg L™ em vial contendo 990 pL do extrato em

isoctano:tolueno (9:1, v/v), anteriormente as andlises por GC-MS/MS.
3.7.3 Andlise dos solventes, reagentes e do “branco” da biomistura

Para a verificacdo da pureza dos solventes e dos reagentes utilizados,

realizou-se a andlise dos mesmos através dos procedimentos de extracao,



discutidos no item 3.7.4.3, porém, sem a adicdo de biomistura e dos analitos. Da
mesma forma, foi realizada a analise da biomistura utilizada como “branco”, a qual
foi empregada nos estudos de fortificacdo e recuperacao, para garantir a auséncia

de agrotéxicos na mesma.

3.7.4 Otimizacdo do método de extracdo multirresidual

3.7.4.1 Otimizagao dos parametros de extracao

Inicialmente, dois métodos de extracdo multirresidual foram avaliados para a
determinacao de agrotdxicos em camas biolégicas e comparados com o objetivo de
selecionar um meétodo eficiente para a extracdo de clorpirifés, fenitrotiona,
metidationa, fosmete, captana e seu produto de degradacéo (tetrahidroftalimida),
clorotalonil e tebuconazol. O primeiro método (método 1) foi baseado no método
proposto por Quatrin et al. (2017), o qual foi desenvolvido para determinacéo
especifica de clorpirifos em camas biolégicas. O segundo método (método 2) foi
baseado na Uultima otimizacdo do meétodo ND mini-Luke para determinacéo
multirresidual de agrotoxicos em frutas e vegetais e foi estudado e validado por Dias
et al. (2017).

As porgdes de biomistura “branco” foram fortificadas nas concentragbes de
100 e 200 pg kg*, em triplicata (n=3) para cada concentracdo. Foram entdo
extraidas separadamente com os dois procedimentos de extracdo. Nesta etapa
inicial, foram considerados apenas os valores de recuperacdo e desvio padrdo
relativo (RSD%).

3.7.4.2 Procedimento de extracdo do método 1

Uma porcao de biomistura previamente homogeneizada (5 = 0,5 g) foi pesada
diretamente em um tubo de centrifuga de PTFE com capacidade para 250 mL e foi
extraida com 30 mL da mistura acetona:agua:acido fosférico (98:1:1, v/v/v) contendo
o padrao interno do procedimento (P.I.P.), PCB-153 (50 ng mL™) através de agitacéo
empregando homogeneizador ultra-turrax por 1 min a 15.000 rpm. A amostra foi

centrifugada a 3300 rpm durante 5 minutos e apoés centrifugagéo, uma aliquota de 2



mL da camada superior (solvente orgéanico) foi filtrada através de uma membrana de
PTFE de 0,2 um.

Com a finalidade avaliar o melhor fator de concentracdo do método, o método
1 foi avaliado utilizando-se dois diferentes volumes do extrato filtrado para
evaporacao e reconstituicdo. No teste 1 foi empregado aliquotas de 125 pL do
extrato e no teste 2 aliquotas de 1000 uL do extrato filtrado, que foram evaporadas
até secura em concentrador (50 °C, 450 mBar, 7 minutos) e posteriormente
reconstituidos com 250 e 1000 pL, respectivamente, de isooctano:tolueno (9:1, v/v)
contendo HCB-C13 (P.I.1.) a 100 ng mL™. O extrato final de ambos os procedimentos
foi injetado no sistema GC-MS/MS.

3.7.4.3 Procedimento de extragcdo do meétodo 2

Neste método, uma porcdo de 10 = 0,5 g de biomistura previamente
homogeneizada foi pesada diretamente em um tubo de centrifuga de PTFE com
capacidade para 250 mL fortificada com a mistura dos agrotoxicos estudados, nas
concentracdes de 20, 50, 100 e 200 ug kg™, adicionando-se 20, 50, 100 e 200 uL,
respectivamente, da solucdo analitica mistura 10 mg L™. Nesta etapa, cada porcéo
de biomistura também foi fortificada com 25 uL do P.I.P. PCB-153 na concentracéo
de 100 mg L™.

Posteriormente, foram adicionados 20 mL de acetona e a mistura foi agitada
com ultra-turrax por 20 s a 3800 rpm, adicionando-se em seguida 20 mL de isoctano
e 10 mL de tolueno e novamente a mistura foi homogeneizada com ultra-turrax por
20s a 3800 rpm. Apoés centrifugacdo da amostra (3300 rpm durante 5 min), uma
aliquota de 2 mL foi retirada da camada superior (organica) e filtrada através de uma
membrana de PTFE de 0,2 ym. Finalmente, 990 pL do extrato filtrado foram
transferidos para vial e o volume foi completado até 1 mL pela adigdo de10 yL com a
solucdo do P.I.I., HCB-C13 na concentracdo de 10 mg L™. Esse extrato foi injetado
diretamente no sistema GC-MS/MS, sem nenhuma etapa de purificacdo e

evaporacao.



3.7.5 Validacdo do método multirresidual

Considerando o fato de que ndo ha documento estabelecido para os critérios
de validacdo de métodos para determinacdo de agrotoxicos especificamente para
camas biologicas, o documento de orientacdo DG-SANTE N.11813/2017 (SANTE,
2017) foi tomado como base, embora este documento seja aplicado para a
determinacdo de agrotdéxicos em alimentos e racfes. O estudo de validacao foi
realizado em termos de precisdo e exatiddo (recuperacdo% e RSD%), precisao
intermediaria (RSD%), limite de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), linearidade,
faixa linear, seletividade e efeito matriz (%).

3.7.5.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada através da resposta do sinal
dos analitos presentes nas solucdes analiticas em oito concentra¢des (1; 5; 10; 20;
50; 100; 200 e 300 ng mL™) preparadas tanto em solvente organico quanto em
extrato “branco” de biomistura (matrix-matched calibration). Todas as solucdes
analiticas foram injetadas sete vezes, em condi¢des de repetibilidade, incluindo o
branco dos solventes e o0 extrato “branco” de biomistura. Cada injecéo foi realizada a
partir de um vial individual, a fim de ndo alterar a concentracdo da solucao contida
no vial, uma vez que os analitos estdo presentes em uma solucdo mistura que
contem acetona, que € muito volatil.

Posteriormente, foram coletadas as areas dos picos cromatograficos de cada
analito, em cada concentracao injetada para as sete replicatas e foram realizados os
célculos da média das areas e do RSD% para cada analito. Colocando-se os valores
das concentracbes de cada agrotoxico estudado no eixo das abscissas e as
respectivas areas obtidas no eixo das ordenadas, obteve-se o coeficiente de
determinacdo (%), o coeficiente angular (a), o coeficiente linear (b) bem como a
equacao da reta.

Além do coeficiente de determinacédo, a linearidade para cada agrotéxico
estudado foi avaliada através dos valores de residuos (Apéndice 2), que
demonstram o percentual de variacdo de cada ponto de uma curva analitica com

relacdo ao modelo matematico empregado (y= ax + b). Segundo o DG-SANTE,



valores de residuos entre + ou - 20% s&o ideais para considerar um método como

sendo linear.

3.7.5.2 Limites de detecc¢éo e de quantificacao

A partir da avaliacdo dos dados da linearidade das curvas analiticas, de cada
um dos agrotoxicos estudados, foram determinados os limites de deteccdo do
método e do instrumento para cada agrotoxico, a partir das areas e do RSD% (7
replicatas) de cada substancia, presentes nas solu¢bes analiticas. O limite de
deteccdo do instrumento (LOD) foi considerado igual a concentracdo em que a
relacado sinal/ruido (S/N) foi 2 3 e o limite de quantificacdo do método (LOQ) foi
definido como o menor nivel de fortificagdo que pode ser quantificado com valores
de exatiddo (70-120%) e precisdo (RSD < 20%) aceitaveis, conforme descrito no
documento guia GD-SANTE (SANTE, 2017).

3.7.5.3 Exatidao (Estudo de fortificacdo e recuperacéo)

Para os estudos de fortificacédo e recuperagao, por¢des de biomistura “branco”
foram fortificadas com a solucdo analitica mistura contendo 7 agrotoxicos nas
concentracdes de 50; 100 e 200 pg kg™, adicionando-se 50, 100 e 200 L,
respectivamente, da solucdo 10 mg L™. Para cada concentracdo foram realizadas
sete replicatas (n=7) utilizando o método de extracdo otimizado neste estudo,

descrito no item 3.7.4.3 (método 2) e esquematizado a seguir na Figura 18.



Figura 18 — Esquema do procedimento de extracdo do método multirresidual 2,
utilizado nos ensaios de fortificacdo e recuperacdo de agrotoxicos em camas
biolégicas.

10g de amosra + 25 pL de P.I.P.

Fortificacdo & 50, 100 e 200 ug kg™

(n=7) Biomistura “Branco” (n=7)

[ 20 mL acetona }

Turrax 20 seg, 3800 rpm

20 mL isoctano + 10 mL tolueno

Turrax 20 seg, 3800 rpm
Centrifuga 5 min, 3300 rpm

2,0 mL filtrado
Membrana 0,2 pm
( 990 L filtrado )
+10 pL P.L.IL
\§ J
(" N\
Analises por GC-MS/MS
\§ J

P.Il.P.= PCB-153 100 mg L™
P..I.=HCB-C1310mg L™

3.7.5.4 Precisao intermediaria

Para a determinacédo da precisdo intermedidria, os estudos de fortificacdo e
recuperacdo foram repetidos de forma completa, para os 3 niveis de concentracéo
com sete replicatas cada (n=7), por um segundo analista. Cada amostra extraida foi

acondicionada em vial indivual de GC, e cada injecao foi realizada de um vial



diferente com o0 objetivo de evitar concentracdo da amostra, caso houvesse
evaporacao de solvente entre as inje¢cfes e também evitar perdas por volatilizagdo

de analitos mais volateis.

3.7.5.5 Efeito matriz

O efeito matriz ocorre devido as substancias co-eluidas da matriz que
interagem com os sitios ativos no liner, produzindo supressdo ou aumento de sinal
em comparagdo com o sinal do analito injetado em solvente organico
(ANASTASSIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003; LOZANO et al., 2016). O efeito
matriz foi calculado com base nas inclinagfes das curvas analiticas obtidas a partir
da analise das solu¢cbes analiticas preparadas em solvente organico e daquelas
preparadas no extrato “branco” de biomistura, de acordo com a equacgao (4), descrita

anteriormente no item 3.6.6.5.



4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 METODO INDIVIDUAL PARA DETERMINACAO DE DITIOCARBAMATOS EM
CAMAS BIOLOGICAS

Até o presente momento, ndo ha na literatura, nacional ou internacional,
nenhum método desenvolvido para a determinacdo de ditiocarbamatos em camas
biolégicas. Desta forma, o presente estudo foi baseado no método anteriormente

reportado por Pizzutti et al. (2017) para frutas e hortalicas.
4.1.1 Condic¢Oes cromatogréaficas otimizadas

Para a otimizacdo da separacdo cromatografica e identificacdo da substancia
selecionada para este estudo, preparou-se uma solucdo analitica na concentracéo
de 3 mg CS, L*, contendo CS, (produto de degradacdo), a qual foi injetada
separadamente no sistema GC-MS, determinando-se o tempo de retencdo desta
substancia.. Desta forma, foram estabelecidas as melhores condi¢Ges
cromatograficas para a separacdo e quantificacdo do CS,, as quais estdo

representadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Condi¢des cromatograficas otimizadas para a separacao e quantificacdo
de CS, em camas bioldgicas.

Parametros avaliados Parametros Otimizados

Coluna analitica CP Sil 8-CB (50 x 0,32 mm; 1,2 um)

Gas de arraste Hélio (99,999% de pureza)

Vazéao da fase movel 1,0 mL min™

Volume de injecao 1,0 uL

Detector Espectrémetro de massas triplo-quadrupolo
Fonte de ionizacao Impacto de elétrons (El)

Energia de ionizacéo 70 eV

Modo de injecéo Split (razdo 1:5)

Tipo de injetor PTV




Apo6s a determinacdo destes parametros, uma solugcdo analitica de CS, em
isoctano/tolueno (9:1, v/v), na concentracéo de 3 mg L™ foi injetada no sistema GC-
MS para se obter o cromatograma de separacdo desta substancia, assim como
confirmar o tempo de retencéo, demonstrado na Figura 19.

Figura 19 — Cromatograma total de ions obtido por GC-MS (modo SIM), através da
injecdo de uma solucdo analitica de CS, (3 mg L%), sob as condicdes
cromatograficas otimizadas, demonstrando o tempo de retencédo para o CS..
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4.1.2 Analise dos solventes, reagentes e da biomistura “branco”

Os solventes e reagentes, assim como a biomistura “branco” foram
submetidos ao procedimento de extracdo otimizado, descrito no item 3.6.5.1 para
avaliar a presenca de interferentes. Nos cromatogramas obtidos destas analises,
representados na Figura 20, pode-se observar que tanto no cromatograma da
biomistura “branco” (A) quanto para os cromatogramas dos solventes e reagentes

(B), ndo ha presenca de interferentes no tempo de retencdo do CS, (4,5 min).



Portanto, os solventes e reagentes estavam apropriados para serem utilizados no

desenvolvimento deste método, bem como a biomistura “branco”.

Figura 20 — Cromatograma total de ions obtido por GC-MS (modo SIM), (A) através
da andlise da biomistura “branco” e (B) dos solventes e reagentes, empregados na
determinacao de ditiocarbamatos.
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4.1.3 Validacdo do método individual

Apés definidas as melhores condicbes cromatogréaficas para a separacéo e
guantificacéo de ditiocarbamatos (em termos de CS;) em camas bioldgicas, realizou-

se a validacdo do método analitico, conforme os parametros descritos a seguir.



4.1.3.1 Curva analitica e linearidade

A Tabela 9 apresenta as equac¢fes das curvas analiticas para o CS;, com 0s
respectivos coeficiente angular (a — inclinacdo), coeficiente linear (b — interseccéo) e
coeficiente de determinacéo (r?), bem como a faixa linear do método para as
solugdes analiticas preparadas em solvente orgénico e em extrato “branco” de
biomistura, concentraces de 0,05; 0,1; 0,5; 1; 3; 5 e 10 mg L™ As solucdes
preparadas em extrato “branco” de biomistura e em solvente organico foram
analisadas no sistema cromatografico conforme a seguinte sequéncia de injecao:
primeiramente injetou-se o “branco” dos solventes seguido pelo “branco” da
biomistura e logo apds, as solu¢des das curvas analiticas preparadas em solvente
organico e em extrato “branco” da biomistura, intercaladas com o “branco” dos
solventes e o “branco” da biomistura, até que todas as 7 repeticbes fossem

injetadas.

Tabela 9 - Pardmetros das curvas analiticas obtidos nos estudos de linearidade, nas
concentracdes de 0,05 a 10 mg CS, L™.

Faixa Linear 5
Solvente L a b r
(mg CSz L)
Isoctano/tolueno
0,05-10 1014092,2 -267465 0,9946
(9:1, viv)
Extrato “branco”
0,05-10 841509,8 -161870 0,9937

de biomistura

Observa-se através das equacdes das retas, que o modelo sugerido € linear
no entervalo de 0,05 — 10 mg CS, L™, j& que o coeficiente de determinacéo é maior
gue 0,993, o que segundo o GD-SANTE (2017) é satisfatério, tanto para as curvas
obtidas empregando-se extrato “branco” de biomistura quanto para aquelas
preparadas em isoctano/tolueno. Os dados do estudo da linearidade, com as médias

das areas e os RDS% estao apresentados na Tabela 10.



Tabela 10 — Média das areas (n=7) obtidas através de inje¢cBes das solucbes das
curvas analiticas, nas concentracées de 0,05 a 10 mg CS; L™, preparadas no extrato
“branco” de biomistura e em isoctano/tolueno (9:1), com seus respectivos RSD%.

Curva analitica Curva analitica
(ioncgrgrall_‘%?)‘) (extrato “branco” de biomistura) (isoctano/tolueno 9:1)
m
g ? Média das areas RSD% Média das areas RSD%
0,05 16487 8 -
0,1 153818 8 151224 9
0,5 232815 14 208667 11
1 331448 21 282391 19
3 922296 19 882978 19
5 4390174 21 5069143 16
10 8546691 21 9785179 10

Os residuos calculados (conforme descrito no apéndice 2) estao
demonstrados na Figura 21, estando todos dentro dos valores determinados pelo
DG-SANTE (2017), os quais devem se encontrar nos limites de + 20% de desvios

(indicativo de linearidade).

Figura 21 — Residuos da curva analitica obtida a partir de solugcdes analiticas
preparadas em extrato “branco” de biomistura e analisadas por GC-MS.
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4.1.3.2 Avaliagdo do efeito matriz

Considerando-se que o efeito matriz promove aumento ou diminuicdo da
resposta do detector na presenca de um analito no extrato da matriz comparado com
0 mesmo analito presente em solvente organico, pode-se dizer que o efeito matriz foi
insignificante para a substancia estudada (ditiocarbamato tiram).

Para a avaliacdo do efeito matriz, bem como da seletividade do método,
foram comparadas as curvas analiticas obtidas a partir de solucdes analiticas
preparadas em solvente organico bem como daquelas preparadas em extrato de
biomistura “branco”. Quando comparadas as sete concentragcbes das solugdes
preparadas em solvente organico com aquelas preparadas no extrato de biomistura
‘branco” (Figura 22), percebe-se uma leve diferenga na inclinagdo das retas das
curvas analiticas, podendo ser atribuida ao efeito da matriz. No entanto, esse
mesmo efeito ndo ocorre quando comparadas as curvas analiticas obtidas apenas
com as solucdes de menor concentracdo, observado na Figura 23, onde pode-se
observar o efeito oposto, com uma leve inclinagdo da reta obtida com as solucdes

analiticas preparadas em extrato “branco” da biomistura.

Figura 22 — Comparacdo entre as curvas analiticas obtidas a partir de solucdes
analiticas de CS,, preparadas em isoctano:tolueno (9:1) e em extrato “branco” de
biomistura.
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Figura 23 — Comparacao entre as curvas analiticas obtidas a partir das solucdes
analiticas de CS, de menor concentracdo (0,05 - 1,0 mg CS, L™), preparadas em
isoctano:tolueno (9:1) e em extrato “branco” de biomistura.
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Os valores calculados através dos coeficientes angulares das retas mostram
a relacdo entre a concentracdo e o respectivo efeito matriz (Tabela 11). Atraves
destes resultados, pode-se concluir que o efeito matriz € insignificante, pois de
acordo com o DG-SANTE (2017), os resultados com efeito matriz entre = 20% sé&o
considerados aceitaveis para determinacdo de contaminantes em nivel de tracos.
Como o efeito matriz sofre variacbes ao longo do tempo e de acordo com as
condi¢cBes do instrumento, este deve ser constantemente avaliado, tanto na etapa de
desenvolvimento do método quanto na aplicacdo em analises de rotina (PIZZUTTI et
al, 2009).



Tabela 11 — Valores de efeito matriz calculados para tiram (em termos de CS,), para
cada concentracdo estudada das solu¢des analiticas empregadas para a confeccéo
das curvas analiticas.

Concentracao CS2

(mg mL™) Efeito Matriz (%)

0,05 -
0,1 2

0,5 -12

1 17

3 14

5 -13

10 -13

4.1.3.3 Limites de deteccéo e de quantificacao

Os resultados de LOD e LOQ estimados, do instrumento e do método para
CS, foram obtidos segundo o procedimento descrito no item 3.7.5.2 e estdo
demonstrados na Tabela 12. Os valores de LOD e LOQ do instrumento e do método
foram considerados satisfatorios, considerando que o0 método nao apresenta
nenhuma etapa de pré-concentracdo e de purificacdo, e considerando-se a
complexidade da matriz (biomistura) analisada. @ Os cromatogramas obtidos

correspondentes ao LOD e ao LOQ estimados estédo representados na Figura 24.

Tabela 12 — Valores de LOD e LOQ, do instrumento e do método, obtidos para o
CS,, no sistema cromatografico GC-MS (modo SIM).

Instrumental Método

LOD LOQ LOD LOQ
CS; (mgL™h (mg LY (mg CS; kg™!) (mg CSz kg™

0,1 0,5 0,2 1,0




Figura 24 — Cromatogramas totais de ions obtidos por GC-MS (modo SIM), através
da injecdo das solucdes analiticas de CS, nas concentraces de 0,1 e 0,5 mg L™
,correspondentes ao LOD; (1) e ao LOQ; (2) do instrumento, respectivamente.
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4.1.3.4 Preciséo e exatidao (estudos de fortificacéo e recuperacao)

Os valores de recuperacdo, com o respectivo RSD%, para os estudos de
fortificacdo em trés diferentes concentracdes (1, 3 e 5 mg CS; kg?), para o método
otimizado, estdo descritos na Tabela 13. O estudo da fortificacdo em cada
concentracdo foi realizado em 7 replicatas (n=7) e os resultados da recuperacéo

para o CS, foram calculados através dos parametros da curva analitica (y=ax + b).



Tabela 13 — Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, obtidos por GC-MS
(modo SIM) nos estudos de fortificacdo, através da analise de “branco” de biomistura
fortificada), nas concentracdes de 1, 3e 5 mg CS; kg™.

Fortificacéo Concentragao na curva Recuperagéo
1 1 - RSD (%)
(mg CSz kg™) (mg CS2 L) Média (%)
1 2 89 9
3 6 98 10
5 10 96 11

Os resultados encontrados para os estudos de fortificacdo e recuperagao de
CS, foram completamente satisfatérios para as trés concentracfes estudadas, pois
todos se encontraram dentro dos limites recomendados pelo DG-SANTE (2017), os
guais devem estar entre 70 e 120%, com valores de RSD < 20%.

4.1.3.5 Precisao intermediaria

Para o estudo da precisdo intermediaria, foram repetidos os ensaios de
fortificacdo e recuperacao, descritos no item 3.7.5.3, alternando-se o analista e em
um intervalo de trés dias ap6s o primeiro procedimento. Apés a injecdo dos extratos
no sistema GC-MS, foram coletadas as areas dos picos cromatograficos do CS; e
foram realizados os calculos das recuperacdes para cada concentracdo. ApOs,
calculados os valores médios de recuperacdo obtidos com as extracdes realizadas
pelo segundo analista (Tabela 14), foram calculadas as médias das recuperacdes
entre os resultados obtidos pelos dois analistas para se obter o valor da preciséao

intermediaria em termos de RSD%. Estes resultados encontram-se na Tabela 15.



Tabela 14 — Valores médios (n=7) de recuperacdo e RSD%, obtidos por GC-MS
(modo SIM) nos estudos de fortificagdo para a determinagdo da precisao
intermediaria do método, através da analise de “branco” de biomistura fortificada nas
concentragdes de 1, 3e 5 mg CS, kg™.

Fortificagdo (mg CS; Concentragao na curva Recuperagéo
1 1 L RSD (%)
kg™) (mg CS;L™) Média (%)
1 2 91 15
3 6 111 11
5 10 118 13

Tabela 15 — Comparacédo entre os valores médios de recuperacédo, obtidos por GC-
MS (modo SIM) através da analise de biomisturas “branco” fortificadas nas
concentracdes de 1, 3 e 5 mg CS, kg (n=7), realizadas por dois analistas, no
intervalo de 3 dias, no estudo da precisao intermediaria.

Concentracdo na Média de Recuperacao %

Fortificacao (m _
¢ 1( J curva (n=7) RSD (%)
CSz kg ) 1 : .
(mg CS2L7) Analista 1 Analista 2
2 86 91 2
6 98 111 8
10 96 118 15

Os resultados de repetitividade e precisdo intermediaria obtidos para o
método sao aceitaveis, uma vez que estes valores encontram-se dentro dos limites
aceitos nos processos de validacdo de métodos cromatograficos, de acordo com o

DG-SANTE (2017), onde a precisao aceitavel para valores de area deve ser < 20%.

4.1.3.6 Andlise de amostras de biomisturas

Apés a andlise das amostras de biomisturas dos reatores nos quais foram
simulados um derrame acidental, utilizando uma Unica aplicacao de 1 L (reatores 2A
e 2B) e 0,5 L (reatores 3A e 3B) de Dithane NT® contendo 4 g L™ de mancozebe
(correspondente a 2,25 g L™ de CS,), foram calculadas as concentraces de

mancozebe, em termos de CS.,.



Em relagdo a esses resultados, 100% das amostras de biomistura dos
reatores analisados apresentaram concentracdo de CS; abaixo do LOQ do método
(1 mg CS; kg™) j& no primeiro periodo de coleta, dois meses apés a contaminag&o
inicial. Ao final do periodo de 14 meses, todas as amostras de biomisturas
analisadas para os reatores descritos, apresentaram residuos de CS, abaixo do
LOD do método (0,2 mg CS, kg?'). E possivel que esses resultados estejam
relacionados com a alta capacidade de degradacdo do mancozebe pelos reatores
estudados.

A alta taxa de degradacdo do mancozebe também pode ser atribuida a suas
caracteristicas préprias, uma vez que os DTC sdo conhecidos pela alta instabilidade
no ambiente, sendo geralmente instaveis na presenca de umidade, oxigénio e em
sistemas biologicos (CRNOGORACK, SCHWACK, 2009; MUJAWAR et al., 2014).
Esses resultados indicam que o macozebe foi rapidamente degradado. Além disso,
a capacidade de saturacao dos reatores foi avaliada adicionando o dobro do volume
de solucdo contendo mancozebe aos reatores 2 (A e B). O reator manteve sua
capacidade de degradacdo mesmo apOs receber uma concentracdo dobrada do
agrotoxico mancozebe, uma vez que as concentracfes de CS, estavam quase todas
abaixo do LOD (0,2 mg CS;, kg™') do método, 14 meses apds contaminacao.

A Figura 25 apresenta os cromatogramas de CS; obtidos pela analise por GC-
MS, do reator 2A, o qual recebeu uma unica dose concentrada de mancozebe (4 g L
!y em dois tempos de amostragem (T1 e T5). Comparando os dois cromatogramas, é
possivel verificar a diminuicdo da intensidade do sinal do CS; no cromatograma B
(14 meses ap0Os contaminacdo), em relacao ao cromatograma A (dois meses apos
contaminacao). Esses resultados fornecem evidéncias de que as camas biologicas
sejam eficientes na reducdo das concentracdes de mancozebe ao receber um

derrame acidental.



Figura 25 — Cromatogramas de CS;, obtido por GC-MS (modo SIM), através da
analise de amostras de biomistura do reator 2A, coletadas (A) dois meses e (B)
quatorze meses apds contaminacdo do reator com uma dose concentrada de
mancozebe (4 g L), simulando um derrame acidental.
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Os reatores 4 a 9 (com suas replicatas A e B) foram construidos com
diferentes composic¢des (biomistura, Latossolo e Nitossolo) e receberam efluentes
diluidos de Dithane NT® provenientes das maquinas pulverizadoras. Entre todas as
amostras analisadas destes reatores, apenas o reator 4A apresentou uma
concentracéo de CS, superior a 10 mg kg™ (em T1).

Comparando-se o0s resultados obtidos para as amostras coletadas nos
tempos de coleta Tl e T5, houve diminuicdo nas concentracbes de CS,,
especialmente para os reatores 4B, 9A e 9B, o que indica a degradacdo do
mancozebe desde o tempo de coleta T2 (Tabela 16). Além disso, a determinacao da
concentracdo de CS; no tempo de amostragem T1 (reatores 5A e 5B) e T4 (reatores
6A, 7A e 7B), pode ser devido a falta de homegeneidade da amostra. Além da
homogeneizacgéo incompleta da amostra, a turfa ou o solo poderiam produzir torrées
com diferentes niveis de degradacdo do mancozebe, influenciando os processos de

amostragem do agrotoxico.



Tabela 16 — Concentracées de mancozebe, em termos de CS,, obtidas por GC-MS
(modo SIM), através da andlise de amostras dos reatores compostos por biomistura
(reatores 4 e 5), latossolo (reatores 6 e 7) e nitossolo (reatores 8 e 9), os quais
receberam solugcdes diluidas de efluentes de tanque pulverizador e caldas de
lavagem de maquinas agricolas contendo Dithane NT® (4 g L™%), em cinco tempos de
coleta (T1 a T5) por um periodo de 14 meses.

Concentracdo média (n=3) (mg CS, kg™)/RSD%

Reatores
T1 T2 T3 T4 T5
(2 meses) (4 meses) (7 meses) (8 meses) (14 meses)
4A 14/3 3/30 <LOQm <LOQm <LOQm
4B 8/7 <LOQm <LOQm <LOQm <LOQm
5A 9/6 <LOOQm <LOQm <LOQm <LOQm
5B <LOQm <LOQm <LOQm <LOQm <LOQm
6A 6/29 5/1 3/40 2/10 <LOQm
6B 6/32 <LOQm <LOQm <LOQm <LOQm
7A 5/14 2/9 <LOQm <LOQm <LOQm
7B 3/4 <LOQm <LOQm <LOQm <LOQm
8A 6/33 <LOOm <LOQm <LOQm <LOQm
8B 3/4 <LOQm <LOQm <LOQm <LOQm
9A 2/32 <LOQm <LOQm <LOQm <LOQm
9B 3/3 <LOQm <LOQm <LOQm <LOQm

LOQm: Limite de quantificagdo do método (1,0 mg CS, kg™)

Avaliando-se a concentracdo de CS, nos reatores com biomistura (4 e 5),
(Figura 26), nota-se que a degradacdo do mancozebe nestes reatores € muito
semelhante. Pois a partir do T2 praticamente todos o0s reatores mostram

concentracdo de CS; <LOQm, com excec¢ao do reator 4A.



Figura 26 — Concentracdes de mancozebe, em termos de CS,, obtidas por GC-MS
(modo SIM), através da andlise de amostras de biomisturas dos reatores 4 e 5, 0s
quais receberam solucdes diluidas de efluentes de tanque pulverizador e caldas de
lavagem de maquinas agricolas, contendo Dithane NT® (4 g L %), em cinco tempos
de coleta (T1 a T5) por um periodo de 14 meses.
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O grafico apresentado no apéndice 1 demonstra a variagdo da concentracao
de mancozebe ao longo do tempo, referente aos reatores 4A e 5A. Observa-se que
ha um decaimento na concentragcédo, que se mantem continuo ao longo do tempo. O
intervalo de confianca mostra que os dados apresentam uma adequada
confiabilidade estatistica, uma vez que apenas 3 pontos de todos os dados se

localizam fora do intervalo de confianca de 95%, representado pelas linhas azuis.

As caracteristicas do solo, tais como o pH, potencial de oxi-reducao,
concentracdo de aglutinantes organicos e inorganicos a que um metal, por exemplo,
poder ligar ou adsorver, e presenca de Ca®", Fe** e Mg®" podem interferir na
disponibilidade quimica e bioldgica de mancozebe, uma vez que sua presenca no
solo proporciona competicdo entre eles pelos locais de adsorcdo (MATOS et al.,
2001). Como o Latossolo e o Nitossolo tém quase o mesmo valor de pH, matéria
organica e teor de carbono organico total, essas caracteristicas podem ndo causar
diferencas na disponibilidade de mancozebe. A principal diferenca entre esses 2
tipos de solo é a sua quantidade de metal, como pode ser verificado na Tabela 4 no

item 3.6.2. Mancozebe é composto principalmente por Mn e Zn (CRNOGORAC,



SCHWAK, 2009), essa caracteristica pode influenciar em uma maior disponibilidade
na presenca de cations concorrentes, como Ca?* (MATOS et al., 2001). Essas
caracteristicas do mancozebe podem explicar a diferenca na repetibilidade dos
resultados entre dois reatores contaminados, observados pela persisténcia do CS;
nos reatores 6A, 7A e 7B, o que pode ser comparado na Figura 27.

Figura 27 — Concentracdes de mancozebe, em termos de CS,, obtidas por GC-MS
(modo SIM), através da andlise de amostras de solos, dos reatores compostos por
Latossolo (reatores 6 e 7) e Nitossolo (reatores 8 e 9), os quais receberam solucdes
diluidas de efluentes de tanque pulverizador e caldas de lavagem de maquinas
agricolas contendo Dithane NT® (4 g L™), em cinco tempos de coleta (T1 a T5),
durante 14 meses.
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Limite de quantificacdo do método (LOQm)=1,0 mg CS; kg™

Na Figura 28, pode-se visualizar a diminui¢do da intensidade do sinal entre os
picos de CS,, no cromatograma A (dois meses apdés contaminacéo do reator) e nos
cromatogramas B e C (6 meses e quatorze meses, respectivamente, apoés
contaminacao do reator) o que esta de acordo com a diminui¢cdo da concentracdo de
CS, apos quatorze meses de contaminacdo dos reatores, comprovando a eficiéncia

de degradacdo do mancozebe no sistema de camas bioldgicas.



Figura 28 — Cromatogramas de CS, obtidos por GC-MS (modo SIM), através da
analise do reator 6B ((composto pot latossolo) em trés tempos de coleta (A) dois
meses, (B) sete meses e (C) quatorze meses apds contaminagdo deste reator com
efluentes do pulverizador e com caldas de lavagem contendo Dithane NT® (4 g L™).
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A mobilidade ambiental e a persisténcia de qualquer agrotoxico sao
controladas primariamente pelas caracteristicas de sor¢cao do solo, pela solubilidade
em agua e pela meia-vida do agrotoxico. Os agrotoxicos altamente sollveis, com
baixa capacidade de sorcdo tendem a se mover mais rapidamente através do
sistema de camas bioldgicas do que os agrotdéxicos com alta capacidade de sor¢ao.
Esse fato reduz o tempo de residéncia do agrotoxico diminuindo as oportunidades
para os microrganismos degrada-los (COOPER et al., 2016).

Os agrotoxicos sdo degradados, em sua maioria, por processos co-
metabolicos, favorecidos pelos constituintes da cama biologica. As bactérias e os
fungos produzidos através da degradacdo da palha produzem enzimas que séo
capazes de quebrar produtos quimicos toxicos que, de outra forma, ndo poderiam
ser degradados (CASTILHO, TORSTENSSON, 2007). No entanto, os agrotoxicos
tém susceptibilidade diferentes frente as enzimas oxidativas produzidas por

bactérias e fungos devido as diferencas estruturais. Dessa forma, mesmo o0s



agrotéxicos com alta capacidade de sor¢cdo que séo retidos dentro da cama
biol6égica podem apresentar baixas taxas de degradacdo (COOPER et al., 2016).

Pouco se sabe sobre a composicdo, bem como sobre a dinamica da
comunidade microbiana em sistemas de camas biologicas, mas ha evidéncias de
gue a concentracdo bacteriana esta envolvida no processo relevante em sistemas
de camas bioldgicas, como a decomposicdo da matéria organica proveniente de
detritos de plantas e degradacao de poluentes organicos (DIAZ et al. 2016; KARAS
et al., 2015, 2016; TORTELLA et al, 2012, 2016).

Embora os efeitos dos agrotoxicos possam ser estudados isolados, no campo
esta realidade é bastante diferente, sendo necessaria a integracdo de agrotoxicos
presentes em camas biolégicas uma vez que esse sistema recebe residuos de todos
os tipos de inseticidas, fungicidas, herbicidas e de todos os grupos de agrotoxicos
gue podem ser aplicados no campo. A degradacdo microbiana de agrotoxicos em
sistemas de camas biologicas pode ser vista como o resultado final de um processo
complexo e interativo entre funcdes metabdlicas e co-metabdlicas (KARANASIOS,
TSIROPOULOS, KARPOUZAS, 2013).

Os resultados deste estudo demonstram claramente a eficacia de um sistema
com biomistura formada por palha-turfa-solo na reducdo dos residuos de
mancozebe, mesmo quando sdo depositados volumes substanciais de &aguas
contaminadas provenientes dos pulverizadores. Esse sistema mostrou-se eficaz
para reduzir as concentracbes de agrotoxicos ditiocarbamatos a niveis
ambientalmente aceitaveis, o que proporciona uma diminuicdo significativa do risco

de contaminacao das aguas.

4.2 METODO MULTIRRESIDUAL

4.2.1 Analise dos solventes, reagentes e do “branco” da biomistura

Previamente aos estudos de extracdo e fortificacdo das amostras, todos os
solventes e reagentes empregados durante o estudo, bem como o “branco” da
biomistura, foram submetidos ao mesmo procedimento de extracdo, descrito no item
3.7.4.3, com a finalidade de se verificar a pureza dos mesmos, evitando-se
contaminacgdes. Na Figura 29, pode-se visualizar os cromatogramas obtidos para (A)

solventes e reagentes bem como para o (B) “branco” da biomistura através das



analises de extratos dos mesmos no sistema GC-MS/MS (modo MRM), aplicando-se
o método multirresidual otimizado. Pode-se claramente observar a presenca de
apenas um pico no cromatograma dos solventes e reagentes (A), sendo 0s outros
dois picos pertencentes aos padrdes internos do procedimento (PCB-153) e do
instrumento (HCB-C13). No cromatograma do “branco” da biomistura (B), é possivel
visiualizar picos de outras substancias presentes na matriz, além dos picos dos

padrdes internos utilizados para controle de qualidade do método.

Figura 29 — Cromatogramas totais obtidos por GC-MS/MS (modo MRM), através da
analise do (A) extrato branco dos solventes e reagentes e (B) do “branco” da
biomistura empregando o procedimento de extracdo validado para determinacéo
multirresidual de agrotdéxicos em camas biologicas.
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4.2.2 Otimiza¢c&o do método cromatografico

4.2.2.1 Selecdo do método de extragéo

A avaliacdo dos métodos de extracdo 1 e 2, descritos nos itens 3.7.4.2 e
3.7.4.3, permitiu selecionar o método que apresentasse recuperacdes entre 70% e
120% e RSD<20% para todos os agrotdxicos estudados. O método 1 ndo alcancou
os critérios de validacdo do documento DG-SANTE (2017), pois as recuperacdes
obtidas ficaram fora dos limites recomendados de 70%-120%, e os valores de RDS
entre 2 e 28% como demonstrado na Tabela 17. De alguma forma, podem ter
ocorrido perdas dos agrotoxicos durante a etapa de evaporacao ou ainda durante a
extracdo pelo fato de se utilizar apenas 5,0 g de amostra, o que poderiam explicar

recuperacdes menores encontradas para o método 1.

Tabela 17 — Valores médios de recuperacdo e RSD%, obtidos por GC-MS/MS (modo
MRM), através da analise de biomisturas “branco” fortificadas com os agrotoxicos
avaliados no método multirresidual, nas concentragées de 100 e 200 ug kg™ e
extraidas empregando o método 1 (acetona:agua:acido fosforico, 98:1:1, v/v/v)
(n=3).

fortificacdo (ug kg™)

Teste 1 (evaporacéo de 125 pL/ Teste 2 (evaporacéo de 1000
reconstituicdo em 250 pL) pL/reconstituicdo em 1000 pL)
Agrotoxico 100 200 100 200

Rec. % RSD% Rec. % RSD% Rec. % RSD% Rec. % RSD%

Captana n.d. - n.d. - n.d. } n.d. -
Tetrahidroftalimida® 73 4 62 8 32 28 25 27
Clorpirifés 66 11 62 6 57 6 67 4
Metidationa 62 4 70 5 73 7 73 4
Tebuconazol 79 4 66 6 71 2 29 10
Fenitrotiona 74 4 62 5 55 4 30 7

? Produto de degradac&o do agrotdxico captana, ndo incluido na solugéio mistura de fortificac&o;
n.d., ndo detectado.



O método de extracdo 2 apresentou percentuais de recuperacdes e RSD%
dentro dos limites recomendados pelo DG-SANTE (2017), como demonstrado na
Tabela 18. Portanto, o método 2 foi selecionado para a validagdo em camas
biolégicas. Uma vez que na andlise dos resultados preliminares, o método 2
apresentou os melhores valores de recuperacao e precisao, foram realizados novos
estudos de fortificacdo e recuperagdo nas concentracdes de 20 e 50 ug kg™, para a

verificacdo dos limites de quantificacdo para cada agrotoxico.

Tabela 18 — Valores médios de recuperacdo e RSD%, obtidos por GC-MS/MS (modo
MRM), através da analise de biomistura “branco” fortificada com os agrotdxicos
avaliados no método multirresidual, nas concentracdes de 20, 50, 100 e 200 ug kg™
e extraidas empregando o método 2 (acetona:isoctano:tolueno, 2:2:1, v/viv) (n=3).

Fortificagdo (ug kg™)

Agrotoxico 20 50 100 200

Rec. % RSD% Rec. % RSD% Rec. % RSD% Rec. % RSD%

Captana 26 12 53 10 n.d. - n.d. -
Tetrahidroftalimida® 137 1 75 3 99 7 73 10
Clorotalonil 189 0,5 84 1 103 3 87 6
Clorpirifés 108 2 84 9 89 12 89 6
Fosmete 169 14 118 3 106 7 99 2
Metidationa 93 8 112 7 94 15 102 4
Tebuconazol 132 0,7 91 11 104 10 101 5
Fenitrotiona 139 0,5 108 5 93 8 96 3

% Produto de degradacao do agrotoxico captana, néo incluido na solugdo mistura de fortificacéo;
n.d., ndo detectado.

4.2.3 Validacao do método multirresidual

4.2.3.1 Curva Analitica e Linearidade

A avaliacdo da linearidade das curvas analiticas foi efetuada com base em
injecbes de solucdes analiticas preparadas tanto em solvente organico
(acetona:isoctano:tolueno, 2:2:1, v/v/iv) quanto em extrato “branco” de biomistura,
nas concentracdes de 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 e 300 ng mL™. Essas solucdes

foram analisadas sete vezes (n = 7) cada uma e apos foram realizados os céalculos



das médias das areas obtidas. O RSD entre as éareas, as equacfes das curvas
analiticas, os coeficientes de determinacdo (r?) e o intervalo linear foram

determinados para cada agrotoxico e estdo descritos na Tabela 19.

Tabela 19 — Parametros das curvas analiticas obtidas através de solu¢Bes analiticas
preparadas em solvente orgéanico (acetona:isoctano:tolueno, 2:21, viv/v) e em
extrato “branco” de biomistura, para os agrotéxicos estudados e analisados por GC-
MS/MS (modo MRM).

Curva analitica em solvente Curva analitica em extrato
. organico “branco” de biomistura
Agrotoxico - p p - ~ =
Inclinacdo Interseccéo 2 Inclinacdo Interseccéo 2
(@) (b) (@) (b)
Captana - - - - - B
Tetrahidroftalimida® 1460 23080 0,9892 2149 32112 0,9918
Clorotalonil 2620 64241 0,9819 2825 41726 0,9924
Clorpirifés 5985 50977 0,9986 5359 72947 0,9871
Fenitrotiona 3129 59999 0,9642 4027 46508 0,9977
Fosmete 3314 65086 0,956 4973 35580 0,995
Metidationa 10801 156782  0,9721 13726 81639 0,9993
Tebuconazol 8263 160680 0,978 9649 38408 0,9981

¢ Produto de degradac&o do agrotdxico captana, néo incluido na solucdo mistura de calibragéo e fortificac&o.

As curvas analiticas de cada agrotoxico estudado, quando preparadas em
extrato “branco” de biomistura, apresentaram coeficientes de determinacéo r? > 0,99
para 5 agrotoxicos e o produto de degradacao tetrahidroftalimida e o clorpirifés
apresentaram r® > 0,98. J4 quando as solu¢Bes analiticas dos agrotéxicos foram
preparadas em solvente organico, os valores de r’ foram maiores do que 0,956 para
todos os agrotéxicos estudados. O desvio padrao relativo calculado dos residuos
das curvas analiticas obtidas a partir de solucbes analiticas preparadas em extrato
“branco” de biomistura, foi inferior a 20% (Figura 30) para todos os agrotoxicos, 0s
guais estdo de acordo com os critérios adotados pelo GD-SANTE (2017) para

considerar um método como sendo linear.



Figura 30 — Residuos das curvas analiticas obtidas a partir de solu¢des analiticas
preparadas em extrato “branco” de biomistura e analisadas por GC-MS/MS (modo
MRM), para os agrotoxicos (A) tetrahidroftalimida, (B) tebuconazol, (C) fosmete, (D)
metidationa, (E) clorpirifés, (F) clorotalonil e (G) fenitrotiona.

(A) Tetrahidroftalimida

15
] *
10 . *
: ¢ .
> f f .
* . *
I {
>
:g 0 n T T T T T T ‘ T 1
& 100000 200000 300000 409000 500000 600000 700000 800000
‘0
-5 “
*
-10
-15 ,
Areas
(B) Tebuconazol
15 ~
10 - *
%
5 * *
* 24 *
] "
é O ‘ ‘ T T T "I T ‘ T 1
& Og® :500000 1000000 1500000 2000000 2500000 3@0000 3500000
* “:
5 }
*

*
-10

-15 B
Areas




(C) Fosmete

Residuos

20

15

10

-10

-15

w5
ot * 40
APV D¢

3

500000 1000000

* 1500000
; .

*

Areas

2000000

(D) Metidationa

Residuos

15

10

-10

-15

-20

e
*

A g

e $°

*
*

3

1000000 2000000

’ T
300000 4&0000

*

Areas

*

oo

5000000




(E) Clorpirifés

15 4

10

Seeee *

H
3 .

- ’ ’
0 N T T { T 1
500000 1000000 < 1500000 ’.‘ 2000000
-5 ’
PR
-10 ¢
-15
-20

Residuos

Areas
(F) Clorotalonil
15
.
10 - . 3
} .

5 $

% . ¢

¥ 4 *

Residuos

-15

0 y T T T ’I T ’ T 1
200000 400000 600000 800%00 1000000 1?0000 1400000
* *
-5 .
*
-10

Areas




(G) Fenitrotiona

15 4
*
10 - * }
*
;¢ "
@ 0 p T T T ,I T ‘ T 1
o
:E 200000 400000 600000 800300 1000000 1*)0000 1400000
3 . *
x -5 *
*
-10
-15
-20 ,
Areas

A resposta do triplo quadrupolo-MS foi linear de 1 a 300 ng mL™ para
clorpirifés, fosmete e metidathiona e de 5 a 300 ng mL™ para tetrahidroftalimida
(produto de degradacao da captana), clorotalonil, fenitrotiona e tebuconazol (Tabela
20).

4.2.3.2 Limites de deteccéo e de quantificacéao

O LOD do método foi de 10 pg kg™ para clorpirifés, fosmete e metidationa e
de 20 pg kg' para tetrahidroftalimida (produto de degradacdo da captana),
clorotalonil, fenitrotiona e tebuconazol. De acordo com 0 DG-SANTE (2017), o LOQ
do método é definido como o menor nivel de fortificagdo que atende aos critérios de
recuperacao e precisdo aceitaveis dentro de uma faixa de 70 a 120% e RSD < 20%.
De acordo com esse critério, para todos os agrotoxicos estudados, o LOQ do
método foi de 50 ug kg™. Os valores para LOD e LOQ (Tabela 20) sédo satisfatérios,
considerando a complexidade da matriz e a simplicidade do método, uma vez que

nao sao necessarias etapas de purificacéo e evaporacao.



Tabela 20 — Faixa linear, limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) do
método, para os agrotdxicos estudados e analisados por GC-MS/MS (modo MRM).

Agrotoxico Il_:iﬁle)z(:r LOD—l LOQ—l
(ngmt?l) *Ik) (ugkg™)
Captana - - }
Tetrahidroftalimida® 5-300 20 50
Clorotalonil 5-300 20 50
Clorpirifés-etil 1-300 10 50
Fenitrotiona 5-300 20 50
Fosmete 1-300 10 50
Metidationa 1-300 10 50
Tebuconazol 5-300 20 50

% Produto de degradac&o do agrotdxico captana, ndo incluido na solugéo mistura de fortificag&o.

Na Figura 31, pode-se observar o cromatograma obtido pela analise de uma
solugdo analitica em extrato “branco” de biomistura, contendo os 6 agrotoxicos, na
concentracdo de 50 ng mL™. Neste cromatograma é possivel visualizar os picos dos
padrdes internos do procedimento (PCB-153) e do instrumento (HCB-C13), além dos
picos dos demais agrotoxicos estudados, numerados de acordo com o tempo de
retencdo de cada substancia: 1-tetradifroftalimida, 2-clorotalonil, 3-fenitrotiona, 4-

clorpirifés, 5-metidationa, 6-tebuconazol e 7-fosmete.



Figura 31 — Cromatograma total obtido a partir de uma solucdo analitica preparada
em extrato “branco” de biomistura, na concentracéo de 50 ng mL™, representando os
6 agrotoxicos avaliados e o produto de degracéo tetrahidroftalimida, obtido por GC-
MS/MS (modo MRM). Os picos foram numerados de acordo com o tempo de
retencdo de agrotoxico: 1-Tetradifrofitalimida, 2-clorotalonil, 3-fenitrotiona, 4-
clorpirifés, 5-metidationa, 6-tebuconazol e 7-fosmete.
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4.2.3.3 Efeito Matriz

Atualmente, a abordagem mais pratica e reconhecida para compensar o efeito
matriz € o método de superposicdo de matriz (“matrix-matched calibration”)
(ANASTASSIADES, MASTOVSKA, LEHOTAY, 2003; TSUCHIYAMA, KATSUHARA,
NAKAJIMA, 2017), sendo necessario preparar as solucdes analiticas tanto em
solvente organico quanto no extrato “branco” da matriz, possibilitando a avaliacao do
efeito matriz através da comparacéo das inclinacdes das curvas analiticas obtidas a
partir destas solucdes (UCLES et al, 2017; RAJSKI et al, 2013). Os valores obtidos
de efeito matriz dentro do intervalo de -20 a 20% (supressdo ou aumento de sinal),
geralmente é considerado insignificante de acordo com o documento de orientacéo
DG-SANTE (2017). Para valores de efeito matriz considerados médios (supressao

ou aumento de = 20 a = 50%) ou fortes (supressdo ou aumento > + 50%) torna-se



necessario empregar o método de superposicdo de matriz (UCLES et al, 2017;
RAJSKI et al, 2013; TAHA, GADALLA, 2017).

Os valores obtidos de efeito matriz através da equacgéo 4, descrita no item
3.6.6.5 classificaram-se entre médio e forte para todos os agrotéxicos estudados
(Tabela 21), com excecao do clorpirifés, cujo valor de -20% encontra-se dentro dos
limites considerados como n&o significativos. Por esta razdo, todas as curvas
analiticas foram confeccionadas a partir de solugdes analiticas em extrato “branco”
de biomistura nas andlises quantitativas. Esses valores de efeito matriz estdo de
acordo com o comportamento desses agrotoxicos em sistemas de GC devido a
acumulacdo de substancias da matriz em sitios ativos no insersor e na coluna
cromatografica. Matrizes comumente consideradas dificeis, como no caso das
camas bioldgicas, tendem a apresentar mais agrotoxicos com um efeito matriz
fortemente positivo (> + 50%) (UCLES et al, 2017).

Tabela 21 — Efeito matriz calculado através da diferenca da inclinagdo das curvas
analiticas obtidas através de solucdes analiticas preparadas em solvente orgéanico e
em extrato “branco” de biomistura, em oito concentragdes, injetadas sete vezes
cada concentracdo (n=7), para 0s agrotoxicos analisados por GC-MS/MS (modo
MRM).

Agrotoxico Efeito matriz (%)
Captana n.d.
Tetrahidroftalimida® 47
Clorotalonil 61
Clorpirifés -20
Fenitrotiona 51
Fosmete 106
Metidationa 38
Tebuconazol 25

® Produto de degradacao do agrotoxico captana, no incluido na solugdo mistura de fortificac&o;

4.2.3.4 Exatidao e precisdo (estudo de fortificacdo e recuperacao)

Os resultados obtidos nos ensaios de fortificagdo e recuperacdo (%) e os

desvios padrdes relativos (RSD%) das biomisturas fortificadas a 50, 100 e 200 ug



kg™ e extraidas pelo procedimento de extracéo otimizado, esquematizado na figura
18 e descrito no item 3.7.4.3, sdo mostrados na Tabela 22. Os resultados obtidos
para os seis agrotéxicos testados mais um produto de degradacéo séo satisfatérios,
com valores de recuperacdes na faixa de 75 a 117%, para as trés concentracdes de
fortificacdo, com todos os valores de desvio padréo relativo (RSD%) inferiores a
14%, estando de acordo com 0 GD-SANTE (2017).

Os dados obtidos neste estudo foram submetidos estatisticamente aos testes
de Grubbs (verifica preliminarmente a existéncia de um valor anémalo em cada
extremidade do conjunto), teste F (comparacao de variancia) e teste t (comparagao

de médias) e os resultados obtidos da analise estatistica foram satisfatorios.

Tabela 22 — Valores médios (n=7) de recuperacéo e RSD%, obtidos por GC-MS/MS
(modo MRM), atravées da andlise de biomistura “branco” fortificadas nas
concentracdes de 50, 100 e 200 pg kg™, no estudo da exatiddo e precisdo do
método multirresidual.

Conc. de fortificacdo (ug kg™)/ Conc. na curva analitica (ng mL™)

Agrotoxico 50/10 100/20 200/40
Rec (%) RSD (%) Rec(%) RSD (%) Rec(%) RSD (%)

Captana n.d. - n.d. - n.d. -
Tetrahidroftalimida® 81 2 108 10 93 11
Clorotalonil 75 6 95 8 80 3
Clorpirifés 116 10 110 13 103 6
Fenitrotiona 86 6 117 6 104 5
Fosmete 104 9 107 14 107 8
Metidationa 111 4 116 3 105 5
Tebuconazol 107 5 112 6 104 5

¥ Produto de degradac&o do agrotdxico captana, ndo incluido na solugéo mistura de fortificacao;
n.d., ndo detectado.

Na Figura 32, tem-se um cromatograma obtido dos ensaios de fortificacédo e
recuperagdo, correspondente ao nivel intermediario de fortificacdo (100 ug kg™).
Pode-se verificar no cromatograma, que apesar do efeito matriz apresentado pelos
agrotoxicos estudados, o cromatograma apresenta boa resolucdo e separacao de
picos, sendo possivel visualizar os picos cromatograficos dos padrdes internos do
procedimento (PCB-153) e do instrumento (HCB-C13), além dos picos dos
agrotoxicos avaliados, numerados de acordo com o tempo de retengdo, na seguinte

ordem: 1-tetradifroftalimida (tr=5,71 min), 2-clorotalonil (tg=8,89 min), 3-fenitrotiona



(tr=10,61 min), 4-clorpirifés (tr=10,89 min), 5-metidationa (tr=12,39 min), 6-
tebuconazol (tg=15,07 min), e 7-fosmete (trg=15,76 min).

Figura 32 — Cromatograma total obtido por GC-MS/MS (modo MRM), através da
analise de biomistura “branco’ fortificada na concentragdo de 100 ug kg *,
apresentando os 6 agrotoxicos estudados e o produto de degradacdo
tetrahidroftalimida, numerados de acordo com o tempo de retencdo: 1-
Tetradifrofitalimida, 2-clorotalonil, 3-fenitrotiona, 4-clorpirifés, 5-metidationa, 6-

tebuconazol e 7-fosmete.
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A degradacdo de fungicidas N-trihalometiltio, como a captana, € bastante
rapida na presenca de substancias basicas e pode ocorrer ndo apenas no ambiente
€ nos organismos vivos, mas também no processamento e analise de amostras.
Estudo relativo a estabilidade de agrotoxicos em diferentes solventes mostram que a
captana e o clorotalonil apresentam instabilidade em certos solventes, como
acetonitrila e acetato de etila (MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004). Geralmente, essas
substancias sdo propensas a degradacdo em condicGes basicas, sendo necessario
estabilizar as mesmas adicionando HAc ao solvente. Seguindo, os autores relataram
nao haver diminuicdo significativa da concentracdo de captana e clorotalonil em

tolueno, isoctano ou hexano, mesmo quando as solugdes foram mantidas durante 5



dias em vial de GC (MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004). O que néo foi verificado neste
trabalho, uma vez que a captana nao foi detectada, apenas seu produto de
degradacéo, tetrahidroftalimida.

O clorotalonil esta incluido entre os agrotoxicos mais desafiadores para ser
determinado nos métodos multirresiduais utilizando GC como passo determinante,
pois apesar de ser termicamente estavel, € suscetivel ao efeito matriz
(MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004). Neste estudo, foram observados valores
satisfatorios de recuperacdo para o clorotalonil bem como boa estabilidade e forma
do seu pico cromatografico.

4.2.3.5 Precisao intermediaria

Para a avaliacdo da precisdo intermediaria do método, foi realizado um
segundo estudo de validacdo, exatamente nas mesmas condi¢des nas quais foram
realizados os ensaios de fortificacdo e recuperacdo descritos do item 3.7.5.3,
variando-se dois parametros, analista e dia de realizacdo. Os valores da média da
recuperacdo e do RSD% obtidos pelo segundo analista encontram-se na Tabela 23.
Verifica-se que todos os valores encontram-se dentro daqueles recomendados pelo
DG-SANTE (2017), onde as recuperagdes foram na faixa de 78 a 114% com RSD <
17%. Para o calculo da precisdo intermediaria do método, foram calculados os
valores de RSD% entre as recuperacdes medias, entre os valores obtidos nos
estudos de fortificacdo e recuperacdo pelos dois analistas, com valor de precisao
intermediaria < 20% (Tabela 24).



Tabela 23 — Valores médios de recuperacdo e RSD%, obtidos por GC-MS/MS (modo
MRM), através da andlise de biomisturas “branco” fortificada nas concentracdes de
50, 100 e 200 pg kg™, no estudo da preciséo intermediaria do método multirredidual
(n=7).

Conc. de fortificacdo (ug kg™)/ Conc. na curva analitica (ng mL™)
Agrotoxico 50/10 100/20 200/40
Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%)

Captana n.d. - n.d. - n.d. -

Tetrahidroftalimida® 108 3 112 4 112 6
Clorotalonil 97 3 105 4 79 7
Clorpirifés 95 7 114 3 104 15
Fenitrotiona 78 4 106 8 97 8

Fosmete 107 5 106 6 97 12
Metidationa 108 3 112 5 97 17
Tebuconazol 81 4 110 8 85 15

% Produto de degradac&o do agrotdxico captana, ndo incluido na solugéo mistura de fortificag&o;
n.d., ndo detectado.

Tabela 24 — Comparacado entre os valores médios de recuperacdo e RSD% (n=7)
obtidos por GC-MS/MS (modo MRM), através da analise de biomistura
“branco’fortificada nas concentracdes de 50, 100 e 200 pg kg™, realizadas por dois
analistas, no intervalo de 3 dias, no estudo da precisao intermediaria.

Conc. de fortificagéo (ug kg™)/ Conc. na curva analitica (ng mL™)

Agrotoxico 50710 100720 200/40
Rec.% (n=7) RSD Rec.% (n=7) RSD Rec. (n=7) RSD

Analistal Analista2 (%) Analista 1 Analista 2 (%) Analistal Analista2 (%)
Captana n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. n.d. -
Tetrahidroftalimida® 81 108 20 108 112 2 93 112 13
Clorotalonil 75 97 18 95 105 7 80 79 0,3
Clorpirifos-etil 116 95 14 110 114 2 80 104 19
Fenitrotiona 86 78 7 117 106 8 104 97
Fosmete 104 107 2 107 106 1 107 97
Metidationa 112 108 2 116 112 3 105 97 6
Tebuconazol 107 81 19 112 110 1 104 85 14

% Produto de degradacio do agrotoxico captana, no incluido na solugdo mistura de fortificacéo;
n.d., ndo detectado.



4.2.3.6 Controle de qualidade

Para verificar o desempenho do método analitico, foram utilizados dois
padrdes internos isotopicamente marcados, os quais foram adicionados em
diferentes etapas do procedimento. Todo o procedimento, a partir da etapa de
fortificacdo, foi controlado utilizando uma solugdo de PCB-153 como padréo interno
do procedimento (P.l.P.). O procedimento foi considerado corretamente realizado
guando a recuperacao para o P.I.P. estava dentro da faixa de 80-120%. Se esses
valores estivessem fora do intervalo aceitavel, as extracbes deveriam ser repetidas
(UCLES, et al., 2017; LOZANO, et al, 2016; RAJSKI, et al, 2013). Neste estudo, no
houve necessidade de repeticdo de nenhuma etapa, pois todos os valores
encontrados para as recuperacdes do P.I.P. encontraram-se dentro dos valores
aceitaveis de 80-120%.

O desempenho do injetor automatico do cromatografo também foi
acompanhado pelo emprego de um padrédo interno do instrumento (P.l.1.),
verificando-se as areas de uma solucdo de HCB-C13 para andlise por GC. As
solucdes foram consideradas como corretamente determinadas pelo equipamento
se as areas do P.l.I. apresentavam-se com valor de RSD inferior a + 30% da area
média. Se apenas uma amostra individual estivesse acima desse valor, deveria ser
considerada como uma injecao falha e realizada uma correcédo, como a repeticao da
injecdo desta amostra. Se houvessem mais desvios, todo o conjunto de solucdes
deveria ser reanalisado (LOZANO, et al, 2016). Neste estudo, ndo houve
necessidade de repeticdo de nehuma injecéo, pois todos os valores encontrados das
areas do P.l.I. encontraram-se dentro dos valores aceitaveis de RSD de + 30% da

area média.



5 CONCLUSOES

Considerando o limitado numero de trabalhos publicados na literatura
internacional e principalmente na brasileira, a respeito da determinacdo de residuos
de agrotoxicos em camas biologicas e seus efluentes, especialmente
ditiocarbamatos, este trabalho pode ser considerado de grande importancia, nédo
somente pela complexidade da matriz com a qual se trabalha ou fornecer resultados
confidveis para comprovar a eficacia na degradacéo de residuos de agrotéxicos no
sistema de camas bioldgicas construidas no Brasil.

Como o sistema de camas biolégicas demonstra ser seguro para o descarte
de efluentes e residuos dos pontos de abastecimento de pulverizadores agricolas,
incluindo a lavagem e limpeza do maquinario, torna-se evidente a necessidade do
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos que sejam eficientes, praticos,
de facil execugdo e que utilizem solventes que sejam menos toxicos ao ambiente,
diminuindo o grau de contaminagao ambiental

Nesse contexto, na primeira etapa deste estudo, desenvolveu-se e validou-se
um meétodo individual para a determinacdo de residuos de ditiocarbamatos em
camas biologicas, pela quantificacdo do CS,, empregando-se GC-MS. O método de
extragcdo mostrou ser eficiente, exato, preciso e pratico.

Apos a validacdo do método proposto, o mesmo foi empregado na analise de
amostras de camas biologicas provenientes da Embrapa uva e vinho, da cidade de
Vacaria, RS. Os resultados demonstraram claramente a eficacia do sistema formado
com biomistura composta por palha-turfa-solo ou ainda composto apenas por solo,
na reducéo dos residuos de mancozebe, seja por volumes substanciais de efluentes
liquidos provenientes dos pulverizadores ou mesmo no caso de um derrame
acidental de um produto formulado concentrado. Esse sistema mostrou-se eficaz
para reduzir as concentracdes de mancozebe a niveis ambientalmente aceitaveis, o
gue proporciona uma diminuicdo significativa do risco de contaminacdo das aguas
superficiais e subterraneas.

Na segunda etapa, foram estudados dois métodos de extracdo para
determinacdo multiressiduos de agrotéxicos e de um produto de degradacdo, em
biomistura. O método otimizado substituiu a mistura diclorometano:éter de petréleo
por isoctano:tolueno com os mesmos volumes. Essa otimizag&o eliminou o uso de

solventes clorados e as etapas de evaporacdo e purificacdo dos extratos. Além



disso, o extrato acetona:isoctano:tolueno pode ser injetado diretamente no sistema
GC-MS/MS apés o passo de centrifugacgéo.

O método otimizado foi validado para analise dos agrotoxicos captana e seu
produto de degradacdo (tetrahidroftalimida), clorotalonil, clorpirifés, fenitrotiona,
metidationa, fosmete e tebuconazol em amostra de camas biolégicas, por GC-
MS/MS. Todos os resultados se encontram de acordo com os critérios de validacao
do DG-SANTE (2017).

O método demonstrou ser eficiente na extracdo multirresidual para a
determinacdo de agrotoxicos em biomisturas de camas bioldgicas, permitindo uma
extracdo mais rapida (excluindo etapas de evaporagcdo e redissolucdo), com a
vantagem do uso de menor quantidade de amostra e a exclusdo de solventes
clorados.

O emprego de sistemas de cama biologica para descarte de efluentes de
agrotoxicos derivados do uso dentro dos limites da propriedade rural € um método
gue vem sendo considerado seguro para o descarte final destes contaminantes
agricolas. No Brasil, nos ultimos anos, essa tecnologia vem sendo testada e
adaptada, apresentando resultados similiares ou melhores aos obtidos pelos
modelos em uso na Europa, devido as condi¢cbes climaticas favoraveis do Brasil.

Os avancos obtidos através deste trabalho corroboram a eficacia do sistema
de camas biologicas na degradacao de residuos de agrotoxicos. Esses dados sao
importantes, pois conferem maior seguranca ao produtor rural sobre o uso desta
tecnologia, e também do consumidor do alimento produzido no Brasil, uma vez que
empregada de forma adequada podem reduzir o impacto ambiental da agricultura

em funcédo do manejo indevido dos residuos de agrotoxicos.
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APENCIDE 1 — Gréafico em escala logaritimica relativo as concentracbes de
mancozebe, em termos de CS,, obtidas por GC-MS (modo SIM), através da anélise
de amostras dos reatores compostos por biomistura (reatores 4 A e 5 A), 0s quais
receberam solugcdes diluidas de efluentes de tanque pulverizador e caldas de
lavagem de maquinas agricolas contendo Dithane NT® (4 g L™%), em cinco tempos de
coleta (T1 a T5) por um periodo de 14 meses.
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APENCIDE 2 — Demonstracdo de como foi calculado os residuos da curva analitica.

Para se efetuar o célculo dos residuos da curva analitica, empregou-se o
programa Excel, utilizando a ferramenta “Dados de Analise”. Para tal, preparou-se
duas colunas de dados no Excel, na primeira coluna (eixo y) foram colocados 0s
valores das concentracoes, repetindo-se todas as 7 replicatas, enquanto na segunda
coluna (eixo x) foram colocados os valores das areas individuais obtidas.

Na barra de ferramentas do Excel, selecionou-se a ferramenta dados, ao abrir a
caixa de opcdes, selecionou-se a opgao “Regressao” e selecionou-se as opgoes
“nivel de confianga (95%)” e “residuos (Plotar residuos)”.

Para direcionar quais dados devem estar em cada eixo, deve-se clicar sobre o eixo
gue aparece nesta janela e selecionar os dados da coluna desejada. Conforme

indicam as figuras abaixo:
A) Clicar na opcao “Dados de Analise”, “Regressao” e OK.
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B) Selecionar nas colunas com os dados, 0s correspondentes aos eixos x e y. Selecionar Nivel
de confianca 95%, residuos e plotar residuos e dar ok.
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