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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS PARA A DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS EM AGUA E SOLO DAS AREAS DE RECARGA DO AQUIFERO GUARANI,
NA REGIAO DAS NASCENTES DO RIO ARAGUAIA, MT/GO. A regido das nascentes do Rio
Araguaia, na divisa dos estados de Goias e Mato Grosso abriga uma porcdo das areas de
recarga do Aquifero Guarani, o qual é um dos maiores sistemas aquiferos do mundo e
representa a principal fonte de agua potavel na regido. Este reservatério pode estar
comprometido pelo uso crescente de agrotoxicos nas plantacdes de soja e de milho da regio.
Diante deste cenério, neste trabalho foram desenvolvidos métodos analiticos para a
determinagcdo dos agrotoxicos imazetapir, nicossulfurom, imazaquim, carbofuram, atrazina,
linurom, clorimurom-etil e diflubenzurom, utilizados em culturas de milho ou de soja. Para
separacdo, identificacdo e quantificacdo dos agrotoxicos foram utilizadas a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos e a Cromatografia Liquida
acoplada por Fonte de lonizag&o por Eletronebulizagdo a Espectrometria de Massas em série.
A extracdo em fase solida (SPE), com cartuchos C18, foi selecionada e otimizada para a
extracdo dos agrotoxicos em amostras de agua. Para o preparo das amostras de solo foram
estudadas as técnicas de extracdo por agitacdo mecénica, por banho ultrassénico e assistida
por micro-ondas industrial e caseiro. Os métodos desenvolvidos foram validados obtendo-se
limites de quantificacdo (LQ) em agua, na faixa de 0,015-0,1 ng mL™ empregando SPE-HPLC-
DAD e 0,01 ng mL* com SPE-LC-ESI-MS/MS. Com a extracdo assistida por micro-ondas
caseiro e LC-ESI-MS/MS foram obtidos LQ de 1 ng mL™ para todos os agrotéxicos em solo. Em
todos os métodos validados, os valores de recuperacao dos agrotoxicos em um mesmo dia e
em dias diferentes, ficaram dentro da faixa aceitavel de 70-120 %. Os ensaios de repetitividade
e de precisdo intermedidria para todos agrotéxicos apresentaram coeficientes de variacdo
inferiores ao limite aceito de 15 %. Os métodos SPE-HPLC-DAD e SPE-LC-ESI-MS/MS foram
aplicados em analises de amostras de agua da regido em estudo, verificando-se que a maioria
dos agrotéxicos analisados encontrava-se abaixo do limite méximo de residuos de 0,1 ng mL™.
N&o foram detectados agrotoxicos nas amostras de solo coletadas em outras duas regides com
cultivo de milho e soja, empregando a extracdo assistida por micro-ondas caseiro e LC-ESI-
MS/MS. Os parametros fisico-quimicos determinados para o0 imazetapir, imazaquim,
nicossulfurom e clorimurom-etil mostraram que eles apresentam pouca afinidade pelo solo

estudado, tendo grande disponibilidade para lixiviacdo, em conformidade com o indice de GUS.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF METHODS FOR PESTICIDE DETERMINATION IN
THE WATER AND SOIL OF THE GUARANI AQUIFER RECHARGE AREA, NEAR THE
SOURCE OF THE ARAGUAIA RIVER, MT/GO, BRAZIL. The area near the Araguaia River,
between Goias and Mato Grosso States, is the location of a portion of the recharging of the
Guarani Aquifer, which is one of the world’s largest aquifer systems and an important source of
drinking water. This reservoir could be threatened by the widespread use of pesticides in maize
and soybean cultivation in this area. Thus, this work developed analytical methods for the
determination of imazethapyr, nicosulfuron, imazaquin, carbofuran, atrazine, linuron, clorimuron-
ethyl and diflubenzuron, pesticides used in maize and soybean cultivation. Pesticide separation,
identification and quantification were performed using High-Performance Liquid Chromatography
with Diode Array Detection (HPLC-DAD) and Liquid Chromatography-Electrospray lonization
Tandem Mass Spectrometry (LC-ESI-MS/MS). Solid Phase Extraction (SPE) with C18 sorbents
was optimized for sample extraction from water. Soil samples were extracted by mechanical
shaking, sonication or microwave-assisted extraction with industrial and home microwave ovens.
Methods were validated resulting in limits of quantification (LOQ) for the pesticides in water in
the range of 0.015-0.1 ng mL™, using SPE-HPLC-DAD, and 0.01 ng mL™" using LC-ESI-MS/MS.
LOQ of 1 ng mL™ for all pesticides in soil were achieved using the home microwave oven and
LC-ESI-MS/MS. Recoveries for pesticides with all methods were in the range 70-120 %. Relative
standard deviations for repeatability and intermediate precision were less than 15 %. SPE-
HPLC-DAD and LC-ESI-MS/MS were employed for the analysis of samples of water from the
recharge area and most of the pesticides were detected at concentrations below the minimum
residue limit (MRL) of 0.1 ng mL™ established by the European Community. The home
microwave oven and LC-ESI-MS/MS were used for the analysis of soil samples from two other
regions of Brazil and the pesticides were not detected in these samples. Adsorption and
desorption parameters were determined for imazethapyr, imazaquin, nicosulfuron and
chlorimuron-ethyl, indicating that these pesticides have little affinity for the soil of the region of
the Guarani Aquifer recharge, and show significant leaching potential, according to the ground

water ubiquity score (GUS index) for these pesticides.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 50 anos, os agrotoxicos vém desempenhando um papel fundamental para o
aumento na producdo e na qualidade dos alimentos, suprindo desta forma, a demanda da
crescente populacdo mundial. Os beneficios trazidos pelos agrotoxicos séo indiscutiveis, a sua
utilizacao é inevitavel, e tendo em vista o cenario mundial atual, a tendéncia € o aumento do
seu uso.

A utilizacdo excessiva e sem acompanhamento técnico dos agrotoxicos sdo os fatores
que se apresentam como um grande desafio. Seus residuos passam a desempenhar, neste
caso, um novo papel, o de poluentes e contaminantes que podem causar efeitos adversos ao
meio ambiente e ao homem. De fato, estima-se que apenas 0,1 % do agrotéxico aplicado nas
plantacbes atinja realmente o alvo definido, o restante entra gratuitamente no ambiente,
contaminando o solo, a &gua e o ar. ™

A agua subterranea representa aproximadamente 98 % da agua potavel disponivel no
planeta @. Os agrotéxicos que séo aplicados nas plantacdes depositam-se no solo e podem ser
transportados para as aguas subterraneas e também para as superficiais, por meio de diversos
mecanismos, evidenciando a importancia da avaliacdo dos niveis de agrotéxicos nestes meios
e também no solo.

O comportamento dos agrotoxicos no solo € governado por uma variedade de processos
dindmicos fisicos, quimicos e biologicos, incluindo a adsorcdo e dessorcdo, volatilizagéo,
degradacdo quimica e biolégica, absorcdo pelas plantas, escoamento e lixiviagdo. Estes
processos controlam diretamente o transporte dos agrotéxicos no solo e sua transferéncia para
a agua, o ar e os alimentos. A importancia relativa destes processos varia com a natureza
guimica dos agrotoxicos e com as propriedades do solo, mas dentre todos, a degradacédo e a

adsorcao s&o os processos determinantes. ¥

1.1. A utilizacdo de Agrotoxicos no Brasil e no Mun  do

Apesar das controvérsias, divergéncias e radicalizacbes de opinides sobre o uso de
agrotoxicos, verifica-se um constante aumento na sua utilizacdo na agricultura brasileira e
mundial. A Agéncia de Protecdo ao Meio Ambiente dos Estados Unidos (United States
Environmental Protection Agency, USEPA) catalogou, no ano de 2002, mais de 800 agrotdxicos

que fazem parte da formulacdo de aproximadamente 21000 produtos diferentes. Em escala
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mundial, a USEPA estimou que 2,5 bilhdes de kg de agrotoxicos foram utilizados em 1997 “. O
consumo global de atrazina, um dos herbicidas mais utilizado, foi estimado em 70 milhGes de kg
ano™, sendo que 90 % desta quantidade foi utilizada em plantages de milho ®. No Brasil, o
consumo de agrotdxicos cresce a cada ano, sendo que os herbicidas s8o os mais

comercializados.

5.000
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3.500
3.000 -
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0  — |
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Figura 1: Comparacédo do volume de vendas de agrotéxicos (em milhdes de reais) no Brasil, entre os
anos de 2007 e 2008 (janeiro a outubro). ®

Na Figura 1 é apresentado o volume de vendas de agrotdxicos (em milhdes de reais) no
Brasil, nos anos de 2007 e 2008 (janeiro a outubro), indicando a participacdo expressiva dos

herbicidas nesse volume de vendas, seguidos pelos inseticidas e fungicidas. ©

Tabela 1: Estimativa de vendas de agrotéxicos - 2007 versus 2008 (periodo: janeiro a outubro)

MERCADO (Milhdes R$)

Segmentos 2007 2008 Variacao (%)
Herbicidas 3.446 4.643 35
Fungicidas 1.728 2.173 26
Inseticidas 2.244 2.944 31
Acaricidas 146 176 21
Outros 257 309 20
TOTAL 7.821 10.246 31
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As vendas de agrotéxicos de janeiro a outubro de 2008, comparadas ao mesmo periodo
de 2007, apresentaram um crescimento acumulado de 31 %, totalizando um mercado de R$
10.246 milhdes, como é mostrado na Tabela 1. No segmento de herbicidas o aumento foi de 35
%, ©

O Brasil atingiu em 2008, a maior area plantada com sementes transgénicas, com quase
sua totalidade ocupada por plantas tolerantes a herbicidas e supunha-se que a adocdo de
sementes transgénicas permitiria uma reducdo no uso de agrotdxicos. Entretanto, segundo
divulgado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2008, o Brasil tornou-se,
0 maior consumidor mundial de agrotéxicos (733,9 milhGes de toneladas), ultrapassando os
Estados Unidos (646 milhdes de toneladas). Em 2007, as vendas no Brasil significaram 5.372
bilhdes de dolares e em 2008, 7.125 bilhdes. A cultura que mais consome agrotoxico € a da
soja. No total, os herbicidas representam cerca de 45 % das vendas, os inseticidas, 29 %, e 0s
fungicidas, 21 %.

O Brasil destaca-se no mercado mundial de agrotdxicos também por ser um dos poucos
paises onde sdo produzidos e importados agrotéxicos contendo principios ativos proibidos em
diversos paises do mundo, como a Unido Européia, Estados Unidos, Canad4, Japdo e China.
Em alguns casos, o Brasil importa principios ativos que foram proibidos até mesmo nos paises
em que sdo produzidos. Em 2008, a ANVISA, 6rgdo que regulamenta a utilizacdo de
agrotéxicos no Brasil, anunciou a reavaliagdo de 14 ingredientes ativos proibidos
internacionalmente (utilizados em mais de 200 agrotdxicos), entretanto, uma série de acdes
judiciais movidas pelas industrias de agrotoxicos impediu esta reavaliacdo. Dentre os principios
ativos que seriam reavaliados estavam o carbofuram, acefato, endossulfam e glifosato,

amplamente utilizados no pais. ®

1.2. Contaminac&o de Solo e Agua por Agrotoxicos

As &guas superficiais e subterraneas podem ser contaminadas pelos agrotdxicos por
meio de diversos mecanismos, como é mostrado na Figura 2 ®. A contaminac&o direta é
resultante do controle de ervas aquéticas, despejo de efluentes industriais e esgotos municipais.
A contaminacao indireta é devida a movimentagdo dos agrotdxicos apés a sua aplicagdo no
solo ou em uma plantacdo. Neste caso, a contaminacdo das aguas superficiais pode ocorrer

através do transporte de vapor e de poeira, da precipitacdo, escoamento superficial dos
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agrotoxicos pela &4gua da chuva, lavagem dos materiais usados durante a aplicacdo dos

agrotoxicos ou ainda pelo descarte inadequado de embalagens usadas.

- Precipitacao
Pulverizagdo Transporte de vapor e poeira plag

Aplicago no solo ou Lavagem de materiais usados na

na plantacéo aplicacéo N\
Escoamento :’ Efluentes
\ T ‘ industriais
volatilizagédo {'—"‘"

SOLO | \ 474_‘
Esgotos

~ agrotoxico agrotoxico municipais
dzgr,ar: .igao adsorvido |=*| dessorvido e ass%qado ao
uimi sedimento
(Adsorcéo)
Lixiviagao

degradacgao

K quimica
NUA SUBTERRANEA \

Figura 2: Vias de entrada dos agrotéxicos no ambiente aquatico por aplicacdo direta ou por mobilizacédo
©)

AGUA

a partir de seu uso na agricultura.

Na &gua superficial, os agrotoxicos podem simplesmente continuar dissolvidos ou serem
adsorvidos pelos sedimentos, o que pode representar uma fonte de contaminacdo a longo
prazo. Os agrotéxicos dissolvidos na agua sao passiveis de degradarem por fatores quimicos,
bioldgicos ou fisicos, ou permanecer na sua forma original, disponiveis para os peixes e outros
organismos aquaticos, podendo dessa forma, ocorrer bioconcentragdo ou bioacumulacao.

A degradacao de um agrotoxico resulta em alteracdes em sua estrutura quimica. Um ou
mais compostos novos sdo produzidos e o composto original desaparece. O ideal seria que a
degradacao resultasse em espécies inorganicas como agua, dioxido de carbono e ions como o
cloreto. Entretanto, geralmente, os compostos resultantes sdo intermediarios estaveis, que
podem ter um impacto negativo sobre o0 meio ambiente se forem mais tdxicos que a molécula
original. A degradacao quimica pode se dar através de reacdes de hidrolise e de oxi-reducéo,
sendo estas as mais comuns, dentre outras. A biodegradacéo é o termo usado para as reacdes

mediadas biologicamente. Neste caso, microorganismos como fungos, algas e bactérias séo os
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agentes causadores das reacgdes quimicas. Na fotolise as rea¢des quimicas séo induzidas pela
luz solar.

A bioconcentragdo ocorre quando 0s agrotdxicos persistentes acumulam-se nos
organismos vivos (vegetais ou animais). O termo mais restrito, bioacumulacdo, serve para
designar a acumulacdo de agrotoxicos em organismos vivos, que posteriormente serdo
consumidos pelo homem (por exemplo, peixes e algas). Moléculas hidrofébicas, com baixa
solubilidade em 4gua e que apresentam afinidade por lipidios e solventes apolares vao interagir
com a gordura dos tecidos, particularmente com as dos 6rgaos que ficam em contato com os
fluidos aquosos, como o figado, por exemplo ™. Mesmo em concentracdes muito baixas, os
agrotoxicos representam riscos para algumas espécies de organismos que podem concentra-
los varias vezes.

Ao serem aplicados em uma plantacdo ou diretamente no solo, uma parte dos
agrotoxicos que se deposita no solo pode sofrer degradacdo devido a fatores quimicos,
biolégicos e fisicos como os citados e podem também volatilizar. A outra parcela dos
agrotoxicos aplicados pode adsorver as particulas do solo e continuar neste estado ou
dessorver e lixiviar para as camadas mais profundas do solo, podendo alcancar e contaminar as
aguas subterraneas.

Os processos de adsorcdo e dessor¢do tem um papel fundamental na dindmica de
transporte, persisténcia, transformacdo e bioacumulagcdo dos agrotdxicos no solo. A extensao
da adsor¢cdo de um composto ao solo ira influenciar sua biodisponibilidade, degradacdo e

lixiviagdo e, portanto, possivel contaminacao de aguas subterraneas.

1.3. Solo

O solo é um sistema de trés fases com componentes solidos, liquidos e gasosos. A fase
sélida inclui compostos organicos e inorganicos e representa aproximadamente 50 % do volume
total. Destes 50 %, aproximadamente 95 % é de material mineral e os outros 5 % de matéria
organica (MO). O restante € composto por ar e 4gua. A proporcado desta composicdo varia de
acordo com o material de origem, aspectos climaticos e profundidade.

Os componentes da parte organica do solo vdo desde moléculas orgéanicas simples
(como acidos organicos, aminoacidos e carboidratos) até polimeros complexos (substancias
humicas) resultantes da decomposicdo de plantas, animais e biomassa microbiana. As

substancias hamicas sdo definidas como sendo um material macromolecular e heterogéneo,
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ativo fisica e quimicamente, e resistentes a biodegradacdo. Este material representa a maior
associacdo de carbono organico da superficie da Terra e € composto de uma mistura de
macromoléculas, para a qual ainda n&o foi possivel estabelecer modelos estruturais
estequiométricos. A proposta de uma estrutura basica para estas substancias tem sido objeto
de varias investigacdes, sem que se tenha obtido uma configuracdo definitiva, bem aceita.
Embora estejam em baixas concentragdes no solo, as substancias humicas tem um papel
determinante no solo, pois agem como uma fonte continua de nutrientes e como um conjunto
de colbides organicos que regulam o processo de nutricdo das plantas, controlando também a
mobilidade de ions toxicos e a umidade do solo. As substancias humicas podem ser
classificadas em trés fracBes, de acordo com a sua solubilidade: acidos hamicos e fulvicos, e
humina. Apesar de néo terem uma estrutura definida, sabe-se que os acidos humicos e fulvicos
apresentam uma alta concentracdo de grupos polifendlicos e carboxilas (COOH). Estes grupos
sdo de grande importancia, pois apresentam cargas negativas, dependendo do pH, as quais
influenciam as reacfes de trocas catibnicas no solo. A matéria organica também contém sitios
com cargas positivas atribuidos predominantemente aos grupos NH, e NH aromaticos. Além
disso, o &cido humico apresenta também carater hidrofébico consideravel, atribuido as cadeias
de hidrocarbonetos alifaticos. 2

A fase liquida do solo é composta pela mistura de agua, sais minerais e moléculas de
baixa massa molar como aminoéacidos, peptideos, acucares e substancias humicas nela
dissolvidas, e a essa mistura da-se o nome de solu¢ao do solo.

A fracdo mineral do solo é separada em trés partes que séo classificadas de acordo com
o tamanho das particulas: argila (particulas menores que 0,002 mm), sedimentos (0,002-0,05
mm) e areia (maiores que 0,05 mm). No sedimento e na areia, 0S minerais mais importantes
sdo o quartzo, o feldspato, a mica, a calcita e a gipsita. A argila apresenta uma area superficial
grande e com carga eletrdnica, por isso funciona como sitio de muitas reacbes quimicas que
ocorrem no solo. Os principais componentes da argila sdo os minerais filossilicatos e éxidos de
ferro, manganés, aluminio e de silicio. Os 6xidos de ferro e de aluminio, caracteristicos de
regides muito intemperizadas como as tropicais, sdo importantes na fracdo argila dos solos
brasileiros, apresentando influéncia significativa nas propriedades destes solos, como a
adsorcdo de ions e moléculas, agregacdo do solo e comportamento redox. A adsorcdo a
superficie destes 6xidos ocorre através dos grupos M-OH, cujas propriedades acido-base

influenciam a natureza da ioniza¢do, como é representado pelas Equacbes 1 e 2:
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MOH = MO™ + H* [Eq. 1]

MOH + H* = MOH," [Eq. 2]

Os Oxidos ficam com carga negativa ou positiva, por dissociacdo ou associacdo de H,
respectivamente, dependendo do pH da solucdo em que se encontram. O equilibrio da Eqg. 1 é
deslocado para a direita (superficie mais negativa) pela perda de prétons H*, isto é, quando ha
um aumento de pH. O aumento da concentracdo de H’, isto é, diminuicdo do pH resulta em
uma superficie com carga positiva (Eq. 2). Existe um valor de pH no qual as concentracdes de
MOH," e MO™ sdo equivalentes, resultando em uma superficie de carga zero, e este valor é
chamado de ponto de carga zero (pHpcz). Os valores aproximados de pHpcz para os 6xidos de
ferro e de aluminio, sdo de 7 e de 9, respectivamente. Desta forma, abaixo destes valores, h4

um predominio de cargas positivas nas superficies destes dois 6xidos. >

1.4. Adsorcao e Dessorcao de Agrotoxicos em Solo

Os mecanismos que promovem a adsorcdo de um agrotéxico no solo podem ser fisicos
ou quimicos. A adsorcéo fisica € resultante das forcas de van der Waals entre as moléculas
neutras e os coldides do solo. A adsorcdo quimica € resultante de interacdes eletrostaticas
entre o solo e as moléculas de agrotéxicos com cargas opostas.

O processo de adsorcdo pode variar de reversibilidade completa até totalmente
irreversivel. A sua extensdo depende das propriedades do solo e da molécula. Em relacdo ao
solo, estas propriedades incluem a quantidade de MO, carbono organico (CO), argila e oxidos
metdlicos e pH do solo. As propriedades do composto que podem influenciar no processo de
adsorcdo incluem tamanho, forma, configuracdo, estrutura molecular, grupos funcionais,
solubilidade, polaridade, polarizabilidade, distribuicdo de cargas das espécies que estdo
interagindo e natureza &cido-base da molécula do agrotoxico. Em geral, somente uma ou duas
destas propriedades, tanto do solo quanto das moléculas serdo determinantes nos processos
de adsorcao e dessorcéo. *©

O teor de MO € um dos fatores mais importantes na adsor¢cao de compostos neutros ou
catiénicos no solo. Para a maioria destes compostos, a quantidade adsorvida esta diretamente
relacionada ao contetdo de CO no solo *'®. Esta relacdo foi demonstrada em diversos
trabalhos na literatura, independente do solo estudado ¢"?®. Alguns estudos mostraram que 0s

acidos humicos, principais constituintes da matéria orgéanica, sdo os principais sitios de sorcéo
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para compostos apolares #"%),

Barriuso et al. propuseram que o0s &cidos humicos seriam
responsaveis por 70 % da capacidade de sorcéo para a atrazina. ¢”

A adsorcdo de moléculas aniénicas, como por exemplo, acidos organicos fracos, por sua
vez é altamente afetada pelo pH do solo . Isto em parte é devido ao equilibrio &cido-base do
composto, mas também devido aos efeitos do pH em outras propriedades do solo, como a
carga elétrica e a forca i6nica Y. Em geral, para a maioria dos solos, a adsor¢éo diminui com o
aumento do pH. Quanto aos compostos, esta dependéncia em relacdo ao pH do solo deriva das
diferentes proporc@es das formas ibnicas e neutras da molécula que estid presente em um
determinado pH ®”. Em valores de pH maiores que o seu pKa, os herbicidas &cidos existem
predominantemente na forma anidnica e séo repelidos pelos colbéides do solo que tém cargas
negativas. Conforme o pH do solo vai diminuindo, a concentracdo da forma molecular aumenta,
podendo existir uma interacdo, devido as forcas de van der Waals. ¢V

Em um estudo feito com 58 solos, a adsor¢cdo de um herbicida neutro, um catiénico e
outro anidnico foi relacionada com alguns tipos de solos e concluiu-se que a adsorcédo é
fortemente dependente do estado eletrénico das moléculas dos herbicidas. Os solos cobriam
uma faixa ampla de valores de pH, teores de CO e de composi¢do mineralégica. Os herbicidas
utilizados foram atrazina, terbutrina e 2,4-D. Estes herbicidas, ja bem estudados na literatura,
foram selecionados como modelos de moléculas neutras, catiénicas e anidnicas. Na faixa de pH
dos solos estudados (4,6-8,1), a atrazina (pKa=1,7) se encontrava na forma neutra, o 2,4-D
(pKa=2,6) na forma anibnica e a terbutrina (pKa=4,4) tanto na forma neutra quanto na catidnica.
Neste estudo os autores concluiram que a adsorcdo da atrazina encontrava-se fortemente
correlacionada com o teor de CO do solo, mas era independente do pH. A adsor¢do da
terbutrina relacionou-se pouco com o teor de CO e mostrou alguma correlacdo com o pH do
solo. Quanto ao 2,4-D, sua adsorcdo aumentou conforme o pH do solo diminuiu, como se
esperava, e hdo houve correlacdo com o teor de CO do solo. @2)

Boivin et al. “Y correlacionaram a adsorcdo da trifluralina e da bentazona com a
solubilidade destes compostos em &gua, que sdo de 0,221 e 570 mg L™ (pH 7, 22 °C),
respectivamente. A trifluralina apresentou alta adsorcéo nos 13 tipos de solos estudados, o que
foi atribuido pelos autores a sua natureza hidrofébica, enquanto que a adsor¢cédo da bentazona
foi baixa devido a sua alta afinidade pela fase liquida, independente do pH e do teor de MO dos
solos. Neste mesmo estudo, o 2,4-D apresentou adsor¢cdo considerdvel em todos os solos
estudados, apesar de apresentar alta solubilidade em agua, indicando que outros fatores como

o pH e teores de 6xidos s&o determinantes na adsorcéo deste composto. Y
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Outros constituintes do solo, incluindo a quantidade de 6xidos de ferro e de aluminio,
também devem ser considerados ao se estudar a sor¢do de compostos aniénicos “3*3%, Os
oxidos de Fe e Al mostraram uma forte influéncia na adsor¢&o do herbicida imazaquim em solos
com baixos teores de CO. Comparagdes entre a adsorgdo do imazaquim em solos com cargas
permanentes e variaveis indicaram que o fator principal na adsorcéo era a particdo hidrofobica.
Entretanto, em solos com carga positiva, contendo os 6xidos citados, houve uma adsorcdo
expressiva do imazaquim, devido a troca ibnica, particularmente em solos com baixos teores de
cO ™). Em outro estudo, a adsorcdo do acido fraco nicossulfurom também mostrou forte
correlacdo com a quantidade de Fe e Al ®. A adsorcéo de &cidos organicos nos éxidos do solo
também se mostra dependente do pH, pois quanto menor for o pH, maior vai ser a carga
positiva nha superficie dos oOxidos, e esta carga € responsavel pela adsorcdo das formas
anidnicas dos acidos.

Os processos de adsor¢éo e dessorcao sdo dinAmicos e as moléculas de agrotoxico sdo
continuamente transferidas entre a solucdo e a superficie do solo. Uma forma de se estudar
este processo € relacionando-se a concentracdo de equilibrio do composto no solo e a sua
concentracdo na solucdo em uma dada temperatura, gerando desta forma, isotermas de

adsorcéo e dessorgao.

1.5. Isotermas de Adsorcédo e Dessorcgéo

Quando uma solucdo contendo o agrotéxico € colocada em contato com o solo,
moléculas do soluto sédo aderidas na superficie das particulas do solo e um equilibrio dindmico
€ estabelecido entre as duas fases (solugédo e solo). As isotermas de adsorcédo e dessorcéo
descrevem as relagdes no equilibrio entre estas duas fases e, dessa forma, possibilitam a
guantificacdo da adsorcéo dos agrotoxicos no solo.

Os métodos para se construir as isotermas de adsor¢cdo podem ser diretos ou indiretos.
Ambos requerem o equilibrio de solugbes aquosas do agrotdéxico em concentracbes
inicialmente conhecidas com as amostras de solo. O método direto envolve a quantificacdo da
substancia em solucdo e da adsorvida pelos coldides do solo. Apds o equilibrio, a quantidade
adsorvida é retirada do solo por uma mistura de solventes adequada e é quantificada
diretamente. No método indireto, por sua vez, mede-se apenas 0 agrotoxico em solugcdo. A
guantidade adsorvida é calculada indiretamente pela diferenca entre aquela adicionada e a

remanescente em solucéo. *?
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O método indireto mais comum para a quantificacdo da sor¢do é o método de equilibrio
em particdo. Esse método consiste em se agitar a mistura solo-solu¢cdo contendo o agrotdxico
por tempo suficiente até que se atinja o equilibrio aparente do sistema. As variaveis
experimentais que devem ser previamente estabelecidas incluem a relacdo solo-solucéo,
temperatura, material utilizado e a natureza da agitacdo. Essas varidveis ndo sao padronizadas
e podem ter efeito significativo nos resultados. No método de equilibrio em particdo a
guantidade de agrotoxico adsorvida no solo, para cada concentracao estudada é determinada

utilizando-se a Equacao 3: 830

xim=v/im (C, - C¢) [EQ. 3]

onde:

x/m = quantidade de agrotéxico adsorvido por grama de solo (ug g™);

v = volume da solucéo de agrotdxico adicionada (mL);

m = massa de solo (g);

C, = concentracéo de agrotoxico na solugéo padréo adicionada (ug mL™);

C. = concentracdo de agrotéxico na solucdo em equilibrio com o solo (ug mL™).

As isotermas de adsorcdo sdo construidas relacionando a quantidade de agrotoxico
adsorvido com as suas respectivas concentragbes em equilibrio com o solo. A relacdo entre
estes dois termos € representada pelo coeficiente de distribuigdo Kq que reflete a distribui¢cdo ou
particdo de uma espécie entre as fases liquida e soélida. Na literatura varios modelos
matematicos s&o descritos para representar este equilibrio. ¢

A adsorcdo de um composto pode ser representada por isotermas lineares de adsor¢ao
guando o coeficiente entre x/m e C, resulta no mesmo valor para todos os pontos da isoterma.
Neste caso, uma linha reta no grafico de adsorcao implica que o processo de adsorcdo nao é
afetado pela concentracdo do soluto e a superficie do solo tem capacidade infinita para a
adsorcdo. Isto também pode ocorrer quando se estuda uma faixa estreita de concentracdes, na
qual ndo se atinge a capacidade méxima de adsorcao do solo. "

As isotermas lineares de adsorcdo sdo apropriadas para espécies em baixa
concentracao, mas ndo sdo apropriadas em concentracdes altas, quando os sitios da superficie
do sélido sdo completamente preenchidos. ©”

As isotermas lineares ndo séo encontradas com frequéncia, exceto para alguns cétions,

metais pesados e herbicidas em baixas concentracdes. Isotermas que exibem comportamento
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de retencdo nao-linear ou curva geralmente sdo as que se ajustam melhor para a maioria dos
compostos. 12
Diversos autores tém descrito a adsor¢do dos agrotdxicos no solo por meio da isoterma

de Freundlich, representada pela Equac&o 4: ¢4

x/m = K CH" [Eq. 4]

sendo a forma logaritmica desta equacao dada por:

log x/m = log K + (1/n) log C. [Eq. 5]

onde:

x/m = quantidade de agrotdxico adsorvido no solo (ug g™);
K¢= coeficiente de adsorcéo;

1/n = grau de linearidade da adsorgéo;

C. = concentracéo do agrotoxico na solucdo em equilibrio com o solo (ug mL™).

Os parametros da equacéo de Freundlich sdo determinados através da curva log x/m
versus log C,, a qual resulta em uma reta com inclinagéo igual a 1/n e intercesséao igual a log K;.

O valor de 1/n pode ser interpretado como uma medida da grandeza e da diversidade
das energias associadas a um processo de adsorcdo em particular. Um valor de 1/nigual a 1
indica uma adsorcao linear, ou seja, sitios de adsor¢do com a mesma energia, e a adsorcdo
ocorre com baixa dependéncia da concentracdo do soluto na solugéo do solo.

Quando 1/n é proximo de 1 em uma determinada faixa de concentracao estudada, C. é
proporcional a x/m e o coeficiente entre eles (Kqy) resulta em valores proximos entre si para
todos os pontos da isoterma. Neste caso, € possivel fazer uma aproximacédo, considerando o
intervalo como sendo linear e, dessa forma, estimar o valor de Ks. Em uma isoterma linear, o
valor de Ky é a propria inclinagéo da curva x/m versus Ce.

Quando 1/n é maior que 1, a energia de adsor¢cdo das margens aumenta conforme a
concentracdo de moléculas adsorvidas a superficie do solo aumenta. Isto ocorre quando a
adsorcao das moléculas modifica a superficie adsorvente, favorecendo futuras adsor¢gées. Um
valor de 1/n menor que 1 ocorre quando a energia de sor¢do das margens diminui com o
aumento da concentracdo de moléculas adsorvidas, isto €, o aumento na concentragdo

adsorvida do agrotéxico torna mais dificil a adsorcdo de moléculas adicionais. Este caso pode

11
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ocorrer quando os sitios de adsor¢éo sdo preenchidos e os sitios restantes sdo menos atrativos
para as moléculas ainda disponiveis para adsorver. &

Os valores de K; e K4 podem ser considerados como uma primeira aproximagao para
caracterizar a capacidade de adsor¢éo do agrotoxico nos diferentes tipos de solo.

O Kq4 dos compostos hidrofébicos ou ndo-ibnicos € geralmente proporcional & quantidade
de carbono orgénico do solo e esta relacdo € representada pelo coeficiente de distribuicdo

normalizado para o teor de carbono organico, como mostra a Equacéo 6:

KOC = _Kd_ [Eq. 6]
I:OC

onde:

Foc = fracdo de carbono orgénico no solo (= %C0O/100)

Esta relacdo é valida quando F,. € maior que 0,001. Valores de F,. menores que este
indicam que a adsorcdo € determinada predominantemente pelos compostos inorganicos
presentes no solo estudado @7, Enquanto Ky pode variar bastante em diferentes solos, Kqc
sempre difere menos. A expressdo de Ky em termos de K, resulta em valores relativamente
constantes para o0 mesmo composto em diferentes solos “Y. Contudo, quando o contetdo de
carbono orgéanico é baixo, a variabilidade em K, pode ser mais alta. (“2)

Os valores de K, sdo frequentemente utilizados como sendo medidas do potencial de
mobilidade dos agrotéxicos no solo. Quanto maior o valor de K,,, mais retido o agrotéxico ficara
no solo e menor sera seu potencial de lixiviagdo. Na Tabela 2 é mostrada uma escala de
mobilidade baseada no valor de K. As classificagbes mostradas nesta tabela foram baseadas

em diversas medidas com varios agrotéxicos em solos diferentes.

Tabela 2: Escala de mobilidade de agrotdxicos no solo

Koc (ML g™ Mobilidade
>5000 Imovel
2000-5000 Baixa
500-2000 Razoavel
150-500 Média
50-150 Alta

0-50 Muito alta

12
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Por muitos anos, a mobilidade dos agrotéxicos foi considerada como sendo o fator mais
importante nos estudos de contaminagdo de aguas subterraneas. Entretanto, somente a
mobilidade ndo € um fator suficiente para isso, deve-se considerar também a persisténcia do
agrotoxico que determinara quando este sera degradado durante o seu periodo de residéncia
nas camadas do solo préximas as aguas subterraneas. O termo utilizado para expressar a
persisténcia é o tempo de meia-vida, t;», 0 qual € definido como sendo o tempo necessério para
que metade da quantidade do agrotéxico presente ou depositada no solo seja dissipada. ***?

Véarios autores tém proposto métodos de selecdo para verificar se um agrotoxico é
potencialmente lixiviavel para aguas subterraneas. O indice Groundwater Ubiquity Score (GUS),
ou indice de GUS, desenvolvido por Gustafson, tem sido utilizado como a primeira etapa em
abordagem de aproximacgfes sucessivas para especificar quais produtos deveriam merecer
estudos mais aprofundados de lixiviabilidade “¥. O indice de GUS é calculado de acordo com a

Equacéo 7: 14349

GUS = log (ty2 solo) x (4 - log (Koc)) [Eq. 7]

onde:
ty» = tempo de meia-vida do composto no solo.

Koc = coeficiente de adsor¢do & matéria organica no solo.

O calculo do indice de GUS foi baseado na andlise de um conjunto de dados
consistentes de degradacao, tempo de meia-vida e K,. em campo, obtidos para compostos que
foram classificados de acordo com a sua lixiviabilidade. A partir deste estudo, concluiu-se que:
compostos com indice de GUS > 2,8 apresentam grande tendéncia em lixiviar, enquanto que
compostos com indice de GUS < 1,8 nado foram detectados em agua subterranea. Compostos

com valores entre 1,8 e 2,8 podem ou n&o lixiviar. ®

1.6. Aguas Subterraneas no Brasil e no Mundo

Estima-se que o volume total de agua na Terra seja de 1.386 milhdes de km® A
distribuicdo volumétrica de agua dos principais reservatérios da Terra pode ser visualizada na

Figura 3.

13



Tese de Doutorado Lais Sayuri Ribeiro de Morais

0,3 % Agua
doce de rios e
lagos )
29,9 % Agua doce
subterranea

97,5 % Agua
salgada

— ]

0,9 % Outras aguas
doces (umidade do
solo, solo congelado
68,9 % Geleiras e € pantanos)
calotas polares

/7

2,5 % Agua
doce

Figura 3: Distribuicdo das aguas na Terra.“®*"

Observa-se na Figura 3, que 97,5% do volume total € de agua salgada e somente 2,5 %
de 4gua doce. A maior parcela de agua doce (68,9 %) esta na forma de gelo e neve na
Antartica, no Artico e em regides montanhosas. As aguas subterraneas representam 29,9 %.
Somente 0,3 % do total de agua doce da Terra esta concentrado em lagos e rios que sdo 0s
mais acessiveis economicamente. “¢4"

Atualmente, a demanda por 4gua doce potavel no mundo vem se tornando cada vez
maior em consequéncia do crescimento populacional e, neste cenério, as aguas subterraneas
vao se tornando cada vez mais importantes como fonte de abastecimento seguro para 0 uso
doméstico, industrial e agricola.

No Brasil, 61 % da populacdo € abastecido por &guas subterrdneas para fins
domésticos. Importantes cidades do Pais dependem integral ou parcialmente da agua
subterranea para abastecimento, como por exemplo: Ribeirdo Preto, SP; Mossor6 e Natal, RN e
Maceid, AL, dentre outras. No Maranh&o, mais de 70 % das cidades sdo abastecidas por aguas
subterraneas, ao passo que em S&o Paulo e no Piaui esse percentual chega a 80 %. “®

Um aquifero ou sistema aquifero é definido como sendo uma formacgéo geoldgica que
pode armazenar e transmitir quantidade significativa de agua subterranea entre os seus poros
ou fissuras “. Na Tabela 3 estdo relacionados os cinco aquiferos mais importantes do mundo

e sua abrangéncia. “®
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Tabela 3: Area e abrangéncia dos cinco maiores aquiferos

Aquifero Abrangéncia Area (km ?)
Arenito Nubia Libia, Egito, Chade e Sudao 2 milhdes
Grande Bacia Artesiana  Australia 1,7 milhdes
Guarani G:ﬁgﬁg?a Brasil, Paraguai e 1,2 milhdes
Bacia Murray Australia 297 mil
Kalahari/Karoo Namibia, Botsuana, Africa do Sul 135 mil

Como pode ser observado na Tabela 3, a América do Sul possui um dos maiores
aquiferos do mundo. O Sistema Aquifero Guarani (SAG) cobre uma superficie de quase 1,2
milhdes de km?e esta inserido na Bacia Geoldgica Sedimentar do Parana. Sua maior parte esta
localizada em territorio brasileiro (839.800 km?). No entanto, uma consideravel porcao localiza-
se na Argentina (225.500 km?), havendo ainda partes no Uruguai (58.500 km?) e no Paraguai
(71.700 km?). A Figura 4 mostra um mapa esquematico do SAG, destacando as &reas
confinadas e as areas de afloramento ou recarga direta. “®

O SAG constitui a principal reserva de agua subterrdnea da América do Sul, com um
volume estimado em 46 mil km3. A populagcdo atual em sua &rea de ocorréncia esta estimada
em aproximadamente 29,9 milhdes de habitantes. Nas &reas de recarga direta ou afloramento,
a populacéo é de cerca de 3,7 milhdes de pessoas (12,5 % do total). “®

A agua do SAG é de excelente qualidade em diversos locais, principalmente nas areas
de afloramento e préximo a elas, onde é baixa a possibilidade de enriquecimento da 4gua em
sais e em outros compostos quimicos.

Nas diferentes regides onde ocorre o SAG, seja no Brasil, no Paraguai ou Uruguai, a
diversificagdo de uso e de manejo tém sido muito grandes em suas areas de recarga direta,
exibindo por¢cdes com uso agricola intenso, pastagens, areas ainda cobertas por vegetagéo
nativa e areas degradadas, a exemplo do que ocorre no Rio Grande do Sul. O interesse em se
conhecer melhor a ocupacao das areas de afloramento do SAG é decorrente da fragilidade que
elas oferecem em relagdo ao uso agricola e, consequentemente, da possibilidade de lixiviacdo

de produtos quimicos até a zona saturada. Acrescenta-se a esse fato, a demanda crescente por
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agua subterranea, uma vez que as aguas de superficie exigem custos elevados de tratamento

para o consumo humano.

Figura 4: Mapa esquemético do SAG com destaque para areas confinadas e areas de afloramento ou
recarga direta.
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Trabalhos realizados pela Embrapa Meio Ambiente nessas areas, particularmente na
regido de Ribeirdo Preto, SP, evidenciaram que as atividades agricolas utilizam uma carga
consideravel de produtos quimicos contaminantes, destacando-se alguns agrotoxicos utilizados
intensivamente na cultura de cana-de-agucar. Tais estudos possibilitaram uma avaliagdo do
nivel de comprometimento das préaticas agricolas, ndo s6 com a conservacao do solo, mas
também com o risco de contaminacdo da agua subterrdnea por moléculas organicas,
principalmente herbicidas. ¢*%

Outras regides de recarga do Aquifero Guarani, como por exemplo, nos estados de
Goias (culturas de milho e de soja), Mato Grosso (cultura de soja), Mato Grosso do Sul (cultura
de soja), Parana (cultura de milho), Santa Catarina (cultura de maca) e Rio Grande do Sul

(cultura de arroz), exibem cenarios de risco potencial de contaminacéo da 4gua subterranea. “®

1.7. O Cultivo de Soja e Milho na Regido Centro-Oes te do Brasil

Nos ultimos 25 anos, o cultivo de graos, predominantemente de soja e milho, para
exportacdo e para abastecimento interno aumentou bastante na regido que compreende 0s
estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, ocupando inicialmente as terras com
aptiddo para este tipo de producdo, com solos mais intemperizados, de textura argilosa ou
média, profundos e bem drenados (do tipo Latossolos). Mais recentemente, ao longo dos
altimos quinze anos, o cultivo de grdos tem ampliado suas fronteiras, ocupando areas
tradicionais de pecuéria, com solos arenosos, classificados como inaptos para lavouras. A
atividade de cultura intensiva passou a ocupar o lugar das pastagens, e 0 uso de insumos
agricolas em grande quantidade, principalmente fertilizantes e agrotoxicos, passou a ser um
fator de interferéncia preocupante nesse sistema.

Essa expansdo € movida por varios fatores: econdmicos, com a valorizagdo da soja no
mercado internacional; infra-estrutura, principalmente para o escoamento da producéo;
degradacdo das pastagens cultivadas, devido ao manejo inadequado dessas terras, sem a
adocao de praticas de conservacdo de solo e 4gua e o desenvolvimento tecnoldgico que
permitiu o cultivo de lavouras nessas areas com retorno econdmico razoavel “® A utilizacdo
das terras da regido centro-oeste para cultivo de lavouras praticamente dobrou de 1995 a 2006,
e para pastagens diminuiu 9 % no mesmo periodo, como indicado no censo agropecuario de
2006 (Tabela 4). ¥
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Tabela 4: Confronto dos resultados dos dados estruturais dos Censos Agropecuarios da Regido Centro-
Oeste - 1970/2006

Dados estruturais Censos

1970 1975 1980 1985 1995 2006

Estabelecimentos (10°) 253 269 268 268 242 320

Area total (10° ha) 81,7 94 113 99 108 100

Utilizag&o das terras (10 ° ha)

Lavouras 2,4 43 6,5 7 6,6 13

Pastagens 55,5 61,3 67,7 59,2 62,8 56,8

A Figura 5 apresenta a quantidade de soja (em grdo) produzida no Brasil e nas

diferentes regides geograficas, desde 1990.
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Figura 5: Quantidade de soja (ton) produzida no Brasil e nas regides geograficas no periodo de 1990-
2007. ®°
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Como pode ser observado, as regides Sul e Centro-Oeste sdo as maiores produtoras de
soja desde 1990. Até 1998, a regido Sul era a maior produtora, entretanto, a partir de 1999 a
regido Centro-Oeste assumiu a lideranca. ©®

A producao de soja no pais, em 2008, apresentou um acréscimo de 3,4 % em relacdo ao
ano de 2007. A Regido Centro-Oeste que responde por 48,5 % da safra, apresentou um
crescimento de 6,7 % na é&rea colhida quando comparada & do ano passado. Nesta regido,
destaca-se 0 Mato Grosso com uma producdo de 17.811.403 toneladas, principal estado
produtor da soja e responsavel por 29,7 % do total nacional de soja. ®®

A Figura 6 apresenta a quantidade de milho produzida no Brasil e nas diferentes regides

geogréficas, desde 1990.
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Figura 6: Quantidade de milho (ton) produzido no Brasil e nas regides geogréficas no periodo de 1990-
2007. ®

A regido Sul é a maior produtora de milho, desde 1990. A producéo nas regides Sudeste
e Centro-Oeste estdo bem abaixo dos valores obtidos no Sul, mas mesmo assim os valores séo
expressivos, isto €, ambas as regifes podem ser consideradas como sendo grandes produtoras
de milho, ao contrério das regi6es Norte e Nordeste, nas quais a producdo € baixissima quando

comparada ao total produzido no Brasil.
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Em 2008, a produgéo nacional do milho em gré&o foi recorde, totalizando 58,7 milhdes de
toneladas, variagcdo positiva de 13,3 % em relagdo ao ano de 2007. Os estados de GO, MT e
MS apareceram entre os nove maiores produtores do milho em grédo neste mesmo ano (Figura
7) (56)
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Figura 7: Quantidade de milho (ton) produzida nas principais Unidades de Federacao em 2008. (58)

Em 2008, o IBGE publicou mais uma edicdo dos “Indicadores de Desenvolvimento
Sustentavel: Brasil 2008”, na qual, divulga entre outros dados, os indices de utilizacdo de
agrotoxicos e a area plantada pelas principais unidades de federacdo. A regido Sul é a que
apresenta maior area ocupada por plantacdes, seguida pelas regiées Centro-Oeste e Sudeste.
A regido Centro-Oeste € também a segunda maior produtora de graos do Pais e a segunda
maior consumidora de agrotoxicos (58.186 ton), predominantemente da classe dos herbicidas
(31.439 ton). O montante de agrotoxicos utilizados na regido Centro-Oeste representa
aproximadamente 28 % do consumo nacional. "

Uma estimativa do ano de 2009 da safra nacional de cereais, leguminosas e
oleaginosas, divulgada no final do més de maio do ano corrente, indica uma producédo total da
ordem de 136 milhdes de toneladas, inferior em 6,8 % a obtida em 2008. Para a soja e o milho
total a previsdo € de retragdo da producdo em 3,9 % e 13,2 %, respectivamente. Observa-se,
na Figura 8, que o Mato Grosso supera ligeiramente (0,3 %), o Estado do Parand mantendo, até

este levantamento, a posic&o de maior produtor nacional de gréos. ©®
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Figura 8: Estimativa da safra nacional de cereais, leguminosas e oleaginosas para 2009. 8)
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1.8. Situagdo Atual do Sistema Aquifero Guarani na Regido das Nascentes do
Rio Araguaia

Através dos dados apresentados pode-se perceber que o cultivo de lavouras de soja e
de milho séo intensivos na regido Centro-Oeste e que isto acarreta em um alto consumo e a
utilizacdo excessiva de agrotdxicos. A preocupagcdo com 0s impactos ambientais decorrentes
destes dois fatores € devida principalmente ao fato de que esta regido abriga uma éarea
consideravel de recarga do Aquifero Guarani, situada nas nascentes do Rio Araguaia.

A regido denominada de nascentes do Rio Araguaia mostrada no mapa da Figura 9
envolve parte dos municipios de Mineiros, GO e Alto Taquari, MT, situados na regido Centro-
Oeste do pais. Esta compreendida em uma area de aproximadamente 500 km?, considerando
apenas a porcdo que é representativa das areas de recarga direta ou afloramento do SAG que
constituem as regifes onde o aquifero se encontra mais exposto e por isso mais vulneravel.

Recentemente, a Embrapa Meio Ambiente realizou um estudo descrevendo o
mapeamento e a caracterizacédo fisica, morfolégica e quimica dos tipos de solo desta regido. O
solo predominante nesta regido é o do tipo Neossolo Quartzarénico que séo solos tipicamente
arenosos, com baixos teores de matéria organica e de minerais de argila, fatores que

favorecem a lixiviagdo de agrotéxicos para as aguas subterraneas. ©
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Figura 9: a) Mapa mostrando a regiéo das nascentes do Rio Araguaia, com area de estudo ressaltada no

(48)

qguadrinho e b) Ampliacédo da area ressaltada para visualizacéo do Rio Araguaia.

Diante da importancia desta regido devido a presenca das areas de recarga e também
diante do cenario de crescente producdo e uso de agrotoxicos, a regido das nascentes do Rio
Araguaia, ressaltada no mapa da Figura 9, foi selecionada como local de estudo deste trabalho.
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1.9. Preparo de Amostra para os Agrotoxicos Estudad  os

A determinacd@o de agrotOxicos requer varias etapas, a saber a amostragem, 0 preparo
de amostra, andlise cromatografica, interpretacdo dos resultados e validagdo dos métodos.

O preparo de amostras constitui uma das etapas mais demoradas da determinacédo dos
agrotoxicos. Nesta etapa, busca-se, através de técnicas de extracdo, eliminar o maior numero
de interferentes e encontrar fatores de concentracdo que permitam atingir os limites maximos

de residuo (LMR) estabelecidos pelas agéncias reguladoras.

1.9.1. Extracdo de Agrotoxicos em Agua

A concentracdo maxima permitida de agrotoxicos em agua potavel, estabelecido pela
Comunidade Européia (CE) é de 0,1 ng mL™ para cada agrotoxico individual e de 0,5 ng mL™
para a soma total de agrotoxicos %Y. A USEPA estabeleceu um LMR em agua somente para
alguns agrotéxicos e ndo um valor geral para todos como a CE para agua potével. Por exemplo,
para a atrazina, o LMR estabelecido pela USEPA é de 3 ng mL™. ©?

Diante destes valores, a analise de agrotoxicos em agua requer métodos analiticos cada
vez mais sensiveis e também niveis maiores de concentragdo dos analitos durante a etapa de
preparo da amostra.

Ao se fazer uma breve revisdo na literatura dos ultimos cinco anos, pode se concluir que
a extracdo em fase sélida (Solid Phase Extraction, SPE) é a mais utilizada para a determinacéo
de agrotéxicos em agua empregando cromatografia liquida ©*™. A utilizacdo da extragéo
liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction, LLE) neste tipo de analise ainda é reportada em alguns
estudos ™, entretanto, é evidente que a LLE esta sendo substituida pela SPE, devido as suas
bem conhecidas desvantagens, como o uso de volumes grandes de solvente.

A SPE permite a andlise simultanea de diversas amostras (tipicamente de 12 a 24),
requer o uso de baixos volumes de solvente e o procedimento pode ser automatizado. Além
disso, uma das maiores vantagens da SPE é que ela permite a concentracdo de baixos niveis
de agrotéxicos em solucdes muito diluidas, como a agua para gerar concentracdes detectaveis
do analito. "™®

O procedimento basico de SPE consiste na passagem de uma amostra de agua (em
volumes que variam de 0,1 a 1 L) através de uma fase sdlida, também chamada de sorvente

(na faixa de 100 a 500 mg) contida em uma coluna, seringa, cartucho ou disco. Os analitos sdo
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posteriormente eluidos com solventes organicos (de 5 a 15 mL) que sdo evaporados e o extrato
remanescente é redissolvido em um determinado volume de solvente ou de fase mével. ®

A selecdo dos sorventes e dos solventes de eluicdo s&o 0s aspectos mais importantes
da SPE e esta selecdo depende, entre outros fatores, da faixa de polaridade dos agrotéxicos
estudados.

Como solventes de eluigdo, geralmente séo utilizados solventes organicos em uma larga
faixa de polaridade, como metanol, acetonitrila, etanol, diclorometano, acetato de etila, dentre
outros. Quando sdo analisados agrotoxicos ionizaveis, o pH das amostras de agua pode ser
modificado para promover uma maior concentracdo dos analitos em um sorvente apolar, como
C18.

Geralmente os sorventes utilizados em SPE s&o similares as fases estacionarias
empregadas em colunas de HPLC. A maioria dos sorventes disponiveis comercialmente contém
grupos como C8, C18 e amino ligados a silica. Embora sejam amplamente utilizados, a
presenca de silandis residuais ainda é um inconveniente na andlise de compostos basicos.
Outros sorventes que ndo sédo a base de silica podem ser utilizados com uma ampla faixa de
seletividade, como os poliméricos, poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidina) mais conhecido com
Oasis HLB e o estireno-divinilbenzeno. @®

Em um estudo utilizando LC-MS/MS, 31 agrotéxicos com diferentes polaridades foram
extraidos de amostras de agua utilizando cinco tipos de sorventes, dentre eles C18 e Oasis
HLB. As melhores recuperagfes, com menor interferéncia da matriz, foram obtidas utilizando
um volume de eluicdo de 3 mL (acetonitrila:diclorometano, 1:1 v/v) e o sorvente Oasis HLB.
Neste caso, utilizando SPE, obteve-se um fator de concentragdo da amostra de 500, permitindo
a obtenc&o de baixos valores de LD. ?

Os herbicidas da classe das sulfoniluréias e seus metabdlitos foram extraidos de
amostras de agua utilizando SPE off-line e on-line e LC-MS/MS. As sulfoniluréias estudadas
apresentavam valores de pKa nha faixa de 3,3 a 5,2 e por isso sua extracdo foi mais eficiente em
valores menores de pH. Foram utilizados trés tipos de cartuchos para SPE, C18, poliestireno-
divinilbenzeno e Oasis HLB. As melhores recuperacdes foram obtidas com os cartuchos de
poliestireno-divinilbenzeno. ©°

Em outro estudo, 37 agrotoxicos de diferentes classes (herbicidas, inseticidas e
fungicidas) foram extraidos de aguas superficiais, subterraneas e potaveis com cartuchos Oasis

HLB. Com fator de concentracgéo de 100, foi atingido um LQM baixo, de 0,025 ng mL™, ¥
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A SPE tem sido bastante utilizada em andlises de agua com LC-MS/MS, na qual ha uma
necessidade primordial em se minimizar o efeito de matriz. Além dos artigos comentados acima,

outros estudos também utilizaram SPE nas anélises de agua por LC-MS/MS, 7%73:79)

1.9.2. Extracao de Agrotoxicos em Solo

As técnicas utilizadas para a extragcdo de agrotéxicos do solo envolvem, em sua maioria,
a extracao por solventes.

A extragdo por Soxhlet, desenvolvida em 1879, é pouco utilizada atualmente, pois
apresenta diversas desvantagens como tempo longo de extracdo, exige o uso de condi¢des
drasticas que podem degradar os agrotéxicos e é bastante laboriosa. ©

Outras técnicas convencionais de extracdo por solventes sdo a extracdo por agitagdo
mecanica ™ e por banho ultrassénico ©*2°#? ytilizando solventes organicos ou misturas de
solventes organicos e agua, que pode ou ndo ter o pH alterado.

A extrac@o por ambas as técnicas pode ser feita & temperatura ambiente, o que permite
a analise de compostos termolabeis. Na literatura s&do descritas muitas variacdes nos
procedimentos destas técnicas, que podem ser extremamente demoradas e trabalhosas ou
podem envolver simplesmente uma agitacdo ou sonicacdo em solu¢do aquosa por um periodo
curto. As duas técnicas encontram-se bem discutidas na literatura e o seu uso € rotineiro em
analises de solo, devido a disponibilidade dos materiais necessarios para sua conducdo. A
desvantagem € que podem consumir muito tempo.

Nas ultimas duas décadas, outras técnicas tém sido estudadas e reportadas na literatura
como alternativas a estas convencionais, como a extracao por fluido supercritico (supercritical
fluid extraction, SFE), extracdo por liquido pressurizado (Pressurized Liquid Extraction, PLE) ou
acelerada por solvente (Accelerated Solvent Extraction, ASE), assistida por micro-ondas
(Microwave Assisted Extraction, MAE) e, mais recentemente, o método QUECheRS (acrénimo
de Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe).

Na SFE, um fluido como CO, sob condi¢gBes supercriticas de temperatura e pressédo €
bombeado através do solo. O CO, apresenta uma temperatura critica moderada e é
guimicamente inerte, por isso a SFE € uma boa alternativa para a extracdo de solo, pois ndo
requer o uso de solventes organicos. ®89

Em alguns artigos a PLE é chamada de extrac@o acelerada por solvente (ASE), pois
este € o nome comercial de um dos primeiros equipamentos voltado a esta técnica, fabricado

pela empresa Dionex. Na PLE, a amostra solida é colocada em um dispositivo similar a um
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cartucho de extragdo e os analitos sdo extraidos da matriz por um solvente ou mistura de
solventes que se mantém em estado liquido sob pressdo e temperatura relativamente alta.
Geralmente sdo utilizados acetona, metanol ou mistura de agua e metanol como solventes
extratores. ©*%®

O método QUECheRS foi introduzido originalmente para a analise de agrotoxicos em
alimentos ndo gordurosos. Ap6s sua publicagdo em 2003, muitos laboratérios adotaram este
método de extracdo na esperanca de conseguirem determinar um numero cada vez maior de
agrotéxicos em uma Unica analise. €788

O procedimento do QUECheRS consiste na extracdo da amostra com acetonitrila. Uma
combinacédo de sais (sulfato de magnésio, cloreto de sddio e tampéo citrato) é adicionada para
auxiliar na separacdo das fases. As etapas de limpeza e remocdo da agua residual séo feitas
simultaneamente através de um procedimento chamado de SPE dispersivo. Para isso, 0 extrato
€ misturado ao sorvente amina primaria secundaria (APS) e MgSO,. O MgSO, serve para
remover a agua residual e a APS, que é um trocador anibnico fraco, remove 4cidos, acucares e
outros constituintes que formam ligacéo de hidrogénio. ©®

Apesar das vantagens oferecidas pelo QUECheRS, explicitadas inclusive no proprio
nome do método (rapido, facil, barato, robusto e seguro), este apresenta uma desvantagem em
relacdo as outras técnicas, que é a impossibilidade de se obter fatores altos de concentragédo
dos analitos.

O método QUECheRS foi utilizado para a extragdo de agrotoxicos do solo e resultou em
recuperacdes boas, comparaveis as obtidas com as técnicas PLE e extracdo por banho
ultrassénico. ®Y

Dentre as técnicas introduzidas mais recentemente, destaca-se a MAE, cuja aplicacédo
para extracdo de matrizes sélidas vem sendo exaustivamente reportada na literatura atual ©*°9,
sendo inclusive recomendada pela USEPA para este tipo de andlise ©®”. Uma das principais
vantagens da MAE é a reducdo no tempo de extracao e isto pode ser atribuido as diferencas no
modo em que se da o aquecimento convencional e o aquecimento por micro-ondas. No
primeiro, € necessario um aquecimento continuo, por um longo periodo, para aquecer o
recipiente que contém a amostra até que o calor seja transferido a solugcédo, enquanto que a
radiacdo micro-ondas aquece diretamente a solucdo. Isto mantém um gradiente de temperatura
minimo e acelera a velocidade de aguecimento. O aquecimento por micro-ondas envolve dois
mecanismos, a condutancia ibnica e a rotacao dipolar, desta forma, os solventes polares sdo os

que mais absorvem a energia das micro-ondas para converté-la em calor. ©®
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Além da vantagem em relagdo ao aquecimento, a MAE permite uma reducao
significativa no consumo de solventes, assim como a possibilidade de se extrair multiplas
amostras. Dessa forma, a MAE preenche todos os requisitos necesséarios de uma técnica de
preparo de amostra moderna e por isso se tornou uma Otima alternativa as técnicas
convencionais.

Na literatura, algumas publicac6es relatam comparacfes entre as diversas técnicas de
extracdo de agrotéxicos do solo apontando as vantagens e desvantagens de cada uma. %%

Neste trabalho, as extragdes convencionais por agitacdo mecéanica e banho ultrassénico

foram comparadas com a MAE utilizando um microondas caseiro.

1.10. Métodos de Determinacao dos Agrotoxicos

Um dos métodos mais empregados para a determinacdo de agrotdoxicos em diversos
tipos de matrizes € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) por se tratarem de compostos muitas vezes ndo volateis,
termicamente instaveis e de alta polaridade.

As determinacdes podem ser feitas usando diversos tipos de detectores, sendo os mais
empregados o arranjo de diodos (Diode Array Detector, DAD), cujos métodos estdo mais
estabelecidos, e o espectrdmetro de massas (MS), acerca do qual serd feita uma breve

discusséo por se tratar de uma técnica mais recente.

1.10.1. Espectrometria de Massas acoplada a Cromato  grafia Liquida: Definicbes e

Aplicacbes na Analise de Agrotoxicos

As duas partes essenciais de um espectrdbmetro de massas e 0s componentes

associados a elas sao; %

1 - Fonte de lonizacao (ou interfaces): promove a ionizacdo das moléculas;

2 - Analisador: separa os ions formados de acordo com sua razao massa/carga (m/z).
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1.10.1.1. Fontes de lonizacéo

As diferentes interfaces empregadas em LC-MS tém em comum o fato de promoverem
uma ionizacdo suave da molécula, isto €, sdo formados ions pseudo-moleculares intactos,
[M+H]" no modo positivo ou [M-H] no modo negativo, porque a energia empregada nestas
fontes de ionizacdo ndo € suficiente para gerar uma fragmentacgéo significativa das moléculas
do analito 3199

A detectabilidade em um espectrdmetro de massas depende completamente da
tecnologia da interface empregada. No passado, duas interfaces bastante utilizadas eram o
nebulizador térmico e o feixe de particula, dentre outros. Entretanto, nos ultimos anos estes dois
foram substituidos por interfaces mais modernas e mais sensiveis, nas quais a fase movel (FM)
e a amostra presente nela sdo ionizadas a pressdo atmosférica (Atmospheric Pressure
lonization, API). ®

A LC-MS baseada na ionizacdo a pressdo atmosférica (API) foi desenvolvida em
meados de 1974. Entretanto, somente a partir do final da década de oitenta seu uso comecgou a
ser frequente. Atualmente, esta pode ser considerada o tipo de interface mais importante em
LC-MS, utilizada em mais de 99 % das analises. *°®

As duas formas mais empregadas deste tipo de ionizacdo sdo a ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) e a ionizagdo por
eletronebulizacdo (Eletrospray lonization, ESI). %

Em ESI, a FM na qual o analito se encontra dissolvido passa através de um capilar, a
pressdo atmosférica, mantido sob alta voltagem. Na saida do capilar sdo formadas pequenas
gotas altamente carregadas (spray) que sdo dessolvatadas ao se deslocarem em sentido
contrdrio ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressdo atmosférica. A
dessolvatacdo é assistida por um fluxo continuo de gas seco (geralmente N,) na regido do
spray. A medida que ocorre a dessolvatacéo, o tamanho das gotas é reduzido até o ponto em
gue a forca de repulsdo entre as cargas similares figue maior que as forcas de coeséo da fase
liguida (tenséo superficial). Neste momento, ocorre a chamada “explosdo couldmbica”, que gera
gotas com tamanhos equivalentes a 10 % do tamanho das gotas a partir das quais se
originaram. Uma série de explosdes passa entdo a ocorrer até que sdo produzidos ions do
analito a partir destas gotas, 0s quais sao transferidos para o interior do espectrébmetro de
massas por uma série de dispositivos de focalizacdo *°”. Existem explicacdes alternativas para

o mecanismo de producéo de fons por ESI, entretanto, nenhuma delas é definitiva. ¥
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Na APCI o fluxo de liquido vindo do LC também é disperso em pequenas gotas, mas,
nesse caso, isto é feito através da combinacao de calor e de um gas nebulizante. Desta forma,
a APCI apresenta algumas caracteristicas em comum com a ESI.

Na APCI, o eluente da coluna cromatografica passa através de um nebulizador
pneumatico no qual gotas sdo geradas e dessolvatadas. O spray formado passa por uma regido
aquecida na qual o vapor é seco, formando espécies neutras que passam através de uma
corona de descarga. Um campo suficiente para gerar ionizacéo é aplicado na corona. Como o
solvente (proveniente da FM) encontra-se em maior concentracdo no spray que o analito, este é
ionizado preferencialmente e passam a ocorrer rea¢cdes entre estes ions em fase gasosa e as
moléculas neutras do analito, o que d& origem aos fons do analito. %

Como descrito, as diferencas entre as duas fontes de ionizacéo residem nos métodos
empregados para a formacao das gotas e nos mecanismos da subsequente formacgéo dos ions.
Estas diferencas afetam a capacidade analitica, em particular a faixa de polaridade do analito

que pode ser ionizado por cada uma das fontes %"

. Neste sentido, pode se afirmar que as
duas interfaces sdo complementares, pois a APCI é utilizada para andlise de compostos de
polaridades baixas a médias, enquanto que a ESI analisa compostos com polaridades médias a
altas . Muitos agrotéxicos podem ser determinados por APCl e por ESI com boa
detectabilidade e por isso, muitas vezes, a interface selecionada para um agrotoxico em
particular depende da preferéncia derivada da experiéncia individual do analista e também das
técnicas que se encontram disponiveis, assim como das propriedades da matriz. ®

Na APCI ndo é necessério que se faca uma otimizacao significativa dos parametros da
interface. Esta otimizacdo é necessaria quando se utiliza a ESI, e além disso esta interface é
mais sensivel a composicao da FM e aos aditivos utilizados. Apesar destas desvantagens, pelo
menos 90 % das aplicagdes com LC-MS s#o feitas empregando ESI. %

Em relacdo a parte fisica da fonte de ESI € necessario que se otimize a posi¢cdo e
também o potencial da agulha do spray.

A vazdo da FM também influencia na resposta do analito, pois afeta a eficiéncia da
ionizacdo. Gotas maiores sdo geradas em vazfes altas. Estas gotas demandam um tempo
maior de evaporacdo. ions presentes na solucdo sdo transferidos para fase gasosa mais
rapidamente quando se encontram na forma de gotas pequenas. Dessa forma, a eficiéncia da
ionizacdo é maior em vazées mais baixas 9. Atualmente, alguns sistemas apresentam uma
alta eficiéncia de dessolvatacdo, o que possibilita a utilizacdo de vazBes maiores sem

comprometer a detectabilidade do método. %9
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A operagao de um sistema LC-MS implica em um compromisso entre a separagao no LC
e a ionizagdo no MS. Uma determinada composi¢cdo de FM pode ser ideal em termos da
ionizacdo do analito, mas resultar em retencao irreversivel ou em nenhuma retencdo e por isso
ndo pode ser utilizada.

A resposta e a separacdo dos analitos sdo altamente influenciadas pela composicéo da
FM. Para farmacos e agrotoxicos verificou-se maior detectabilidade tanto em ESI quanto em
APCI, com a utilizacdo de metanol ao invés de acetonitrila como solvente organico.

Em ambas as interfaces, uma porcentagem alta de agua geralmente ndo € favoravel,
devido a viscosidade e volatilidade da &gua, entretanto, na maior parte das analises uma
porcentagem de agua alta é necessaria para promover a separagéo cromatografica. °®

Na analise de compostos que apresentam grupos ionizaveis, a adicdo de tampdes é
importante para aumentar a ionizacao e evitar perdas na resolucéo, retencdo e repetitividade.
Entretanto, em LC-MS, é necessario que o tampéo utilizado seja volatil, pois do contrario isto
pode ocasionar a supressdo do sinal, formacdo de adutos e ruido alto. Além disso, a
concentracdao do tampao deve ser a menor possivel, em ESI utilizam-se concentracdes de 10
mmol L™ ou menos. %

A selecao da composi¢cédo de FM no desenvolvimento de um método deve, na medida do
possivel, objetivar a formacéo de ions pré-formados na solucéo, isto €, a protonacao de analitos
bésicos ou desprotonagdo de analitos acidos. Desta forma, para analitos basicos, podem ser
utilizados, por exemplo, misturas de sais de amoénia e &cidos volateis como acido férmico e
acido acético. Estes acidos podem ser utilizados também para diminuir o pH, auxiliar na
geracdo de fons e, dessa forma, aumentar a detectabilidade %% A utilizacdo de aditivos
na fase mével também influencia a extenséo da supressao da matriz.

Muitos compostos tém afinidade significativa pelo sédio, o qual esta presente em uma
concentracdo de 10°-10* mol L™ na maioria dos solventes utilizados em LC. Desta forma,
geralmente o ion molecular complexado ao sédio (aduto de sodio) [M+Na]* pode ser observado
perto do ion molecular no espectro de massas. Em alguns casos, a complexacdo com o sédio é
tdo intensa que o ion molecular desaparece e no espectro sé € possivel visualizar o aduto de
sodio. A abundancia relativa destes dois ions pode variar com o0 tempo e com as condicbes
experimentais, ndo sendo controlavel, por isso € necessério que se reduza ao maximo a
formacédo deste aduto ou pelo menos diminuir sua abundancia. Uma forma para isso € a adicéo
de acido férmico (1 a 5 %) na FM. @

Em casos especificos é feita a adicdo de acetato de amonia para reduzir a formacéo de

adutos de sodio e de potassio com o objetivo de direcionar a formacdo de adutos de aménio
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gue sdo mais estaveis e por isso podem ser quantificados ou mesmo para aumentar a
abundancia do fon molecular. %5112

Os adutos de sédio e de potassio da maioria dos analitos sédo dificeis de fragmentar e
sua abundéancia e fragmenta¢do ndo sdo constantes, por isso ndo devem ser utilizados em
andlises quantitativas. Entretanto, na literatura sdo encontrados trabalhos que relatam a
quantificacéo de alguns agrotéxicos através dos adutos de sédio. 319

Uma questdo importante no desenvolvimento de métodos para andlise quantitativa
empregando LC-MS é a possivel ocorréncia de efeito de matriz. Varios artigos na literatura
descrevem a avaliacdo do efeito de matriz no desenvolvimento de métodos, assim como suas
causas, consequéncias e também meios de evita-lo ou pelo menos diminuir a sua influéncia.
(74,112,115-118)

O efeito de matriz € uma supressdo ou aumento da resposta do analito devido a
coeluicdo de constituintes da matriz. A supressdo ou aumento da resposta do analito
compromete a precisdo e exatiddo do método analitico. °®

Existem dois tipos de efeito de matriz. O efeito de matriz absoluto indica a diferenca
entre as respostas das solugbes de padrdes do analito e do branco de amostras (matriz da
amostra sem o analito de interesse) fortificadas com o analito, enquanto que o efeito de matriz
relativo indica a diferenca na resposta entre varios lotes de brancos de amostras fortificadas
com o analito. O primeiro afeta a exatid&o e o segundo, a precisdo do método. °®

O efeito de matriz € um processo que ocorre na fase liquida e ndo na fase gasosa.
Constituintes ndo volateis na amostra ou na fase movel impedem que os ions pré-formados do
analito escapem da gota para a fase gasosa. Compostos com afinidade alta por prétons no
modo positivo ou com baixa acidez na fase gasosa, no modo negativo também podem suprimir
a ionizacdo do analito. Outra forma de supressdo € a promovida por compostos que formam
par-ibnico com os ions pré-formados do analito. O efeito da matriz depende tanto do analito
quanto da matriz. Os compostos responsaveis pelo efeito de matriz geralmente ndo séo
ionizados por ESI ou APCI, e desta forma ndo podem ser detectados pelo MS. 1%

As duas formas mais comuns de remover os constituintes da amostra que causam o
efeito de matriz sdo o aperfeicoamento do procedimento de extracdo dos analitos ou do método
cromatografico. Um procedimento de extracdo mais seletivo ou um maior nimero de etapas de
limpeza das amostras é a forma mais efetiva para se reduzir ou eliminar o efeito de matriz.

A interferéncia do efeito de matriz na exatiddo e precisdo pode ser amenizada ou
eliminada utilizando-se APCI-MS ao invés de ESI-MS. Similarmente, o uso do modo negativo ao

invés do modo positivo, ou vice-versa, também pode reduzir o efeito de matriz. %
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Existem algumas formas de detectar a presenca do efeito de matriz e também de
mostrar sua intensidade e abrangéncia. A forma mais direta de avaliar o efeito de matriz é
através da comparagéo entre as respostas do analito em solu¢des de padrdes e em brancos de
amostras fortificadas com o analito apés a extragdo. A diferenga obtida indica a supressao ou
aumento na resposta do analito. Esta aproximacgao é bastante utilizada para se verificar o efeito
de matriz.

Uma descricdo completa do efeito de matriz pode ser alcancada adquirindo-se as areas

de trés conjuntos distintos de experimentos ou amostras; **®
1 - Padrbes do analito em solvente,
2 - Padr6es adicionados no branco da amostra apds a extracdo (extrato da amostra),

3 - Padrbes adicionados na amostra antes da extracao,

Com os valores das areas dos picos obtidos para estas amostras, pode se calcular os

seguintes parametros:
= Porcentagem do efeito de matriz (EM )

% EM = Area dos padrdes adicionados no branco da amostra apds a extracdo x 100 [Eq. 8]
Areas dos padrdes do analito em solvente

= Porcentagem de recuperacéo obtida com o procedimento de extracao utilizado (%R)

% R = Area dos padrées adicionados na amostra antes da extrac&o x 100 [Eq. 9]
Area dos padrdes adicionados no branco da amostra apds a extragéo

» Porcentagem da eficiéncia do processo absoluto (EP)

% EP = Area dos padrdes adicionados na amostra antes da extracio x 100 [Eq. 10]
Areas dos padrées do analito em solvente

ou % EP = (% EM X % R) [Eq. 11]
100
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Uma vers&o modificada da equac&o que expressa a % EM é: 17

% EM = Area dos padrdes adicionados no branco da amostra apds a extracdo - 1 x 100 [Eq. 11]
Areas dos padrdes do analito em solvente

Neste caso, um valor negativo significa um efeito de supressdo da matriz no sinal do
analito. Um valor positivo indica um efeito de acréscimo no sinal. Quanto mais proximo de 1 for
este resultado, menor seré o efeito de matriz no sinal dos analitos. “*”

Através das equacOes mostradas € possivel verificar a diferenca entre as definicdes dos
termos recuperacdo e eficiéncia do processo absoluto. A recuperacdo mede a eficiéncia do
processo de extracdo do analito na etapa de preparo da amostra. Entretanto, esta s6 pode ser
determinada adequadamente através de um método de separacdo isento de efeitos de matriz,
do contrario o que estd se determinando é a eficiéncia do processo absoluto e ndo a
recuperacao da extracdo. Em muitos estudos nos quais a LC-MS foi utilizada para determinar a
recuperacao, frequentemente a eficiéncia do processo absoluto foi reportada com o termo
“recuperacao”. A recuperacdo obtida no procedimento de extracdo deve ser independente da
interface e da fonte de ionizacdo utilizada no LC-MS. Quando s&o obtidas recuperacdes
maiores que 100 %, é certo que a medida que estd sendo feita € a da eficiéncia do processo
absoluto e ndo a da recuperacdo da extracdo. Neste caso, o efeito de matriz esta provocando
um aumento na resposta do analito. ¢

As definicdes dos termos “recuperacao” e “eficiéncia do processo absoluto” discutidas
acima sao controvertidas, pois a maioria dos guias e trabalhos na literatura realmente
expressam a recuperacdo do procedimento de extracdo através da equacao utilizada para o

célculo da eficiéncia do processo absoluto.

1.10.1.2. Analisadores de Massas

O analisador de massas separa 0s ions que vém da fonte de ionizacdo de acordo com
sua razao m/z. Existem varios tipos de analisadores de massas utilizados na espectrometria de
massas, entretanto, especificamente em LC-MS, o analisador quadrupolo apresenta alta
relevancia atualmente. °®

Os analisadores de massas quadrupolo usam quatro eletrodos em forma de bastdo
paralelos, organizados em um quadrado para gerar campos elétricos que filtram os ions com

base na razdo m/z, enquanto se deslocam pelos eletrodos. Em determinadas magnitudes e
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frequéncias, apenas ions com a massa selecionada atingem o detector. Alterando os campos
elétricos, as massas de todos os ions podem ser varridas sequencialmente. 4%

O analisador quadrupolo foi o primeiro espectrdmetro de massas disponivel
comercialmente com acoplamento a LC e API. Trata-se de um instrumento de baixa resolucéo,
adequado apenas para varreduras de compostos, pois sua detectabilidade é baixa. **

Atualmente, o analisador quadrupolo est4d sendo rapidamente substituido por
analisadores triplo quadrupolo e ion-trap utilizados em configuracBes de espectrometria de
massas em série ou MS/MS. Esta configuracdo permite a obtencdo de informacdes estruturais
sobre as moléculas com o uso de multiplos estagios de selecéo e separacéo de massas. “*9

A configuracdo de MS/MS mais versétil e mais utilizada é a do triplo quadrupolo. Neste
instrumento, a andlise de massas € feita no primeiro e no ultimo quadrupolo, enquanto que o
segundo quadrupolo é utilizado como cela de colisdo, como é mostrado na Figura 10. Desta
forma, no primeiro analisador (Q1) ocorre a selecdo do ion precursor, o qual é dissociado
(fragmentado) na cela de colisdo e os ions produtos correspondentes sdo analisados no

segundo analisador (Q2). *%®

Detector

Cela de
o1 colisdo (q) Q2
Fonte de E
Selecdo do Andlise dos ions
fon precursor produtos

Figura 10: Esquema do instrumento triplo quadrupolo.

Na cela de colisdo ocorre a fragmentacao dos ions selecionados no primeiro quadrupolo
por dissociacdo induzida (collision-induced dissociation, CID) através da colisdo com um géas
inerte. O ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo € acelerado por um potencial elétrico
para uma regido de alto vacuo no interior do segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisbes
com um gas inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou N,), 0 que leva a um aumento na
energia potencial deste ion até ocasionar a sua fragmentacado, conduzindo a formacao dos ions
produto. Quando a CID é realizada com baixa energia, as reac6es de fragmentacdo levam

geralmente a perda de fragmentos neutros (H,O, MeOH, CO, CO,, etc.), dependendo da

natureza do ion precursor. Esta perda de fragmentos neutros é muito importante na
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determinagéo estrutural da molécula do analito, uma vez que fornece informacdes acerca de
grupos funcionais presentes na molécula. Quando a colisdo é realizada sob elevada energia, as
reacOes de fragmentacdo geram informacgdes estruturais mais significativas, uma vez que
podem levar & quebra das moléculas em posi¢des caracteristicas. Porém, quando a energia é
muito elevada pode levar a uma fragmentagéo descontrolada. %

Na literatura sdo descritos Vvarios tipos de monitoramento em MS/MS, mas os mais
comuns sdo a varredura do ion precursor (precursor ion-scan), varredura dos ions produzidos
(product-ion scan), varredura da constante perda de fragmentos neutros (constant-neutral-loss
scan) e o monitoramento seletivo de reacdes (selected-reaction monitoring) (Tabela 5). A
varredura dos ions produzidos € o modo mais explorativo e é tipicamente utilizado para se obter
informac8es estruturais das moléculas. Nos modos de varredura do ion produto e varredura da
constante perda de fragmentos neutros, o objetivo é detectar uma certa classe de moléculas
que apresentam um grupo funcional em comum. Estes dois Ultimos modos séo particularmente
Uteis em analises qualitativas e em varreduras de amostras ambientais ou de alimentos. O
monitoramento seletivo de reacfes € universalmente utilizado em combinacdo com a separacao
por LC para quantificar um composto especifico em matrizes complexas. O monitoramento
seletivo de uma fragmentacéo induzida por colisdo promove boa seletividade e detectabilidade.
Quando se monitora a fragmentagcédo de varios ions precursores simultaneamente, este modo
de varredura é denominado monitoramento de rea¢cfes mdultiplas (multiple-reaction monitoring,
MRM) (104,106,107)

Tabela 5: Modos de analise em MS/MS

Modo Experimento Aplicacéo

MS1 seleciona um ion precursor MS2 Obter informacdes estruturais

fon produto adquire um espectro de massas com dos ions produzidos na fonte
todos os fragmentos produzidos de ionizagéo
MS1 escaneia todos os ions Monitorar compostos que
lon precursor precursores, apresentam fragmentos
MS2 seleciona um fragmento idénticos
Perda de . Monitorar compostos que
MS1 e MS2 escaneiam uma P qui
fragmentos . ; perdem a mesma espécie
diferenca fixa de m/z
neutros neutra
Monitoramento : . : ~
) MS1 seleciona um ion precursor, Monitorar uma reagéo
seletivo de . :
~ MS2 seleciona um fragmento selecionada
reacdes
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Quando se faz o acoplamento da LC com a MS obtém-se o cromatograma de massas
qgue € denominado desta forma por se tratar de um cromatograma constituido de todos os ions
produzidos pelo espectrdmetro de massas ou apenas pelos ions de interesse produzidos por
este. O cromatograma contendo todos os ions produzidos pelo espectrdmetro de massas é
denominado cromatograma de ions totais (total ion chromatogram, TIC). J& o cromatograma
constituido apenas pelos ions de interesse pode ser obtido pelo monitoramento dos ions
selecionados (selected ion monitoring, SIM), ajustando-se o detector de massas para que sejam
observados apenas os ions de razdo m/z de interesse ou selecionando-o0s a partir de um banco

de dados que contenha os espectros de massas completos. °®

1.11. Validag&o de Métodos

1.11.1. Guias de Validacao

Milhdes de medidas analiticas sdo feitas todos os dias em milhares de laboratérios no
mundo. H& inumeras razbes para fazer estas medidas, como por exemplo: avaliacdo de
produtos que seréo exportados ou importados, estudos na area da saude, verificar a qualidade
da 4gua para consumo humano, analisar a composi¢ao elementar de uma liga para confirmar
sua adequacdo ao uso na construcdo de uma aeronave, analise forénsica de fluidos em
investigacdes criminais, dentre muitas outras. Certamente, todas as camadas da sociedade sdo
influenciadas de alguma forma por medidas analiticas. O custo para a execuc¢ao destas andlises
€ alto e outros custos adicionais surgem das decisGes tomadas com base nos resultados destas
analises. *?%

Citando um exemplo conhecido acerca da importancia destes procedimentos, em abril
de 2004, a China, principal importador mundial de soja, iniciou um embargo a soja brasileira.
Diversos carregamentos brasileiros do produto foram barrados naquele pais, sob o argumento
de que os gréos sadios de soja estavam contaminados com sementes tratadas com fungicidas.
O Brasil € 0 segundo maior exportador de soja para a China, atras apenas dos Estados Unidos
e neste periodo, esta proibicdo afetou em média 85 % dos produtores brasileiros de soja,
acarretando em uma perda estimada de mais de 1 bilh&o de ddlares em exportacdo de soja

para a China @Y.

Em junho do mesmo ano, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, publicou as pressas uma instrucdo normativa estabelecendo diretrizes para a

certificacdo das condicdes higiénico-sanitérias da soja em gréo destinada & comercializagédo
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interna, a exportacdo e a importacdo com o objetivo de convencer a China a recuar no embargo
@22 No final do més de junho de 2004, o fim do embargo chinés a soja brasileira aconteceu
exatamente apos uma forte queda nos prec¢os, causada, entre outros fatores, pelo proprio veto
chinés ao produto brasileiro.

A formacédo de grupos de paises e blocos econdmicos, como a Comunidade Econémica
Européia e o Mercosul criaram oportunidades de mercado para commodities e produtos
manufaturados, mas com elas proliferam as regulamentacfes que disciplinam a entrada nesses
mercados. Essas regulamentacfes sdo necessarias, pois visam o fornecimento de alimentos
seguros para seus consumidores, além de evitar o comprometimento de culturas locais.

Para garantir que estas regulamentacdes nao se tornem barreiras tarifarias, foi criado o
Codex alimentarius, a partir do qual houve a definicdo de normas e padrées a serem seguidos
que garantiriam o fornecimento de alimentos seguros. O Codex Alimentarius € um programa
conjunto da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (Food and
Agriculture Organization, FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude. Trata-se de um férum
internacional de normalizacdo sobre alimentos, criado em 1963, e é coordenado por comités
especificos que abordam assuntos tais como: residuos de agrotoxicos, residuos de
medicamentos veterindrios em alimentos, nutricdo e alimentos para dietas especiais, rotulagem
de alimentos, métodos de andlise e amostragem, principios gerais, aditivos e contaminantes
alimentares, higiene de alimentos, dentre outros. Para as exportacdes, em que diversos paises
utiizam barreiras tecnolégicas em substituicdo as barreiras tarifarias, como forma de
protecionismo ao comércio internacional, a avaliagdo da conformidade atua como ferramenta
estratégica nas relacdes econémicas, facilitando ou dificultando o livre comércio entre paises e
blocos econémicos. Desta forma, os laboratérios que executam as andlises devem submeter-se
a um credenciamento de um érgdo vigente de ambito nacional ou internacional “*!?. No
Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de laboratérios de
ensaios, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacao e Qualidade Industrial INMETRO).

A partir de 2004, com o episddio do embargo da China a soja brasileira, o governo do
pais através da ANVISA e do INMETRO, assim como os laboratérios de analise, produtores e
agricultores comecaram a se preocupar de forma mais ativa em se enquadrar nas normas e
padrbes definidos internacionalmente para a exportacéo de alimentos.

Diversos 6rgéaos reguladores, como a ANVISA e o INMETRO, agéncias de normalizacao
e grupos ou comités de estudos de diversos paises disponibilizam guias contendo pardmetros e

requisitos para a aceitabilidade de um método analitico. O cumprimento destes itens definem o
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processo de validagdo da metodologia em questdo. Na Tabela 6 estao relacionados os 6rgdos
ou comités de regulamentacdo mais relevantes internacionalmente e no Brasil, e também, o

titulo dos respectivos protocolos ou guias de validagéo.

Tabela 6: Relagéo de 6rgdos ou comités de regulamentacéo e protocolos ou guias de validacéo.

Ano de

Orgéo/Comisséo - Nome do guia ou protocolo publicacio™

Eurachem - The Fitness for Purpose of Analytical Methods - A Laboratory

Guide to Method Validation and Related Topics 1998
Association of Official Analytical Chemists (AOAC International) - Peer- 1998
Verified Methods Program Manual on Policies and Procedures

AOAC International - Guidelines for Single Laboratory Validation of 2002
Chemical Methods for Dietary Supplements and Botanicals

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)

Harmonized Guidelines for Single Laboratory Validation of Methods of 2002
Analysis

ANVISA - Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos 2003
Codex Alimentarius - Guidelines on Good Laboratory Practice in Residue 2003
Analysis

International Conference on Harmonization (ICH) - Validation of Analytical 2005
Procedures: Text and Methodology Q2(R1)

Commission of the European Communities (SANCO) - Method Validation

and Quality Control Procedures for Pesticide Residues Analysis in Food and 2007

Feed

ANVISA-PARA - Guia para o Controle da Qualidade para a Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos para os Laboratorios Integrantes do 2007
Programa de Analises de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA)

INMETRO - Orientacéo Sobre Validagdo de Métodos de Ensaios Quimicos -

Documento de Carater Orientativo. DOQ-CGCRE-008 2008

*Ano de publicagdo da Ultima versao/revisao

Os guias apresentados na Tabela 6 apresentam diretrizes voltadas, em sua maioria, a

validagdo de métodos em apenas um laboratério. Os guias da ICH ®*% e da ANVISA *2®
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estabelecem parametros relativos especialmente a validagdo de métodos para determinacéo de
farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos sendo que o guia da ANVISA é, na
verdade, uma versdo em portugués do guia da ICH, apresentando critérios para validacao
(defini¢cdes, intervalos numéricos aceitaveis, nimeros de ensaios, etc.) iguais aos da ICH.

Os guias da Eurachem % e da AOAC *%!%) gpresentam um escopo maior, isto &,
podem ser aplicados a validacdo de métodos para analise de diversos compostos em varios
tipos de matrizes. O protocolo da IUPAC “?”, por sua vez, fornece uma sintese destes guias,
em uma tentativa de harmonizar as diferencas que apresentam e o guia do INMETRO @3
apresenta diretrizes semelhantes as da Eurachem, com menor nimero de ensaios no
procedimento de validacao.

Apesar da existéncia dos guias da ANVISA (métodos para farmacos) “*® e do INMETRO
@33 (geral), ndo havia no Brasil, ainda recentemente, um guia especifico relacionado a
validacdo de métodos analiticos para agrotoxicos em amostras alimenticias e ambientais. Em
1999, um grupo de pesquisadores ligados a orgdos publicos, indUstrias e ao meio académico
associados ao Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP), publicaram um manual
com o objetivo de sugerir bases para a validacdo de métodos de andlise de agrotoxicos em
alimentos e também, como uma tentativa de normalizar este tipo de anélise no Brasil 34133,
Muitos laboratdérios, principalmente os de pesquisa em universidades, utilizaram e alguns ainda
utilizaram alguns preceitos do manual do GARP para o direcionamento na andlise de
agrotoxicos ©*¢139) Algumas diretrizes sugeridas neste manual sdo as mesmas contidas no guia
da ICH, apesar deste ultimo ser voltado a determinacao de farmacos.

Em 2001, a ANVISA iniciou o Projeto de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA), visando avaliar a qualidade dos alimentos em relacdo aos residuos de
agrotoéxicos no Pais. O Projeto foi transformado em Programa, por meio da Resolucdo RDC
119, de 19 de maio de 2003 e atualmente foi ampliado, cobrindo 25 estados do pais ®*%. O
PARA tem como objetivos especificos 0s seguintes itens: identificar e quantificar os niveis de
residuos de agrotdxicos nos alimentos; fortalecer a rede de laboratérios de salde; rastrear a
fonte dos problemas e subsidiar acdes de vigilancia sanitaria; avaliar o0 uso e mapear a
distribuicdo dos agrotoxicos e disponibilizar informacdes relativas a contaminacao de alimentos
por agrotéxicos a sociedade ™. Em 2007, a ANVISA, divulgou um guia (ANVISA-PARA) ¢3?
delineando os requerimentos para a garantia da qualidade das analises realizadas pelos
laboratérios integrantes do PARA . Este guia € uma unido de trechos de dois guias

internacionais: o da SANCO “*Y e o0 do Codex Alimentarius **®. A primeira parte contém uma
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versdo em portugués do guia da SANCO e a segunda apresenta tabelas em inglés extraidas do
guia do Codex Alimentarius.

Os guias da SANCO ™% e da ANVISA-PARA ®3? apresentam uma diferenca notavel em
relacdo aos outros guias comentados anteriormente. Por serem versdes mais atuais, estes
guias prevéem, descrevem e estabelecem parametros para a utilizacdo da espectrometria de
massas (empregados na cromatografia liquida ou gasosa) como meio de confirmacdo da
presenca do analito na amostra estudada, 0 que representa um avango em relacdo aos outros

guias.

1.11.2. Parametros Analiticos para Validacdo de Mét odos

A validacdo de um método é feita para assegurar que uma metodologia analitica é
exata, especifica, reprodutivel e robusta em uma faixa especifica ha qual o analito sera
analisado. *?

Segundo a Eurachem, a validacao esta frequentemente associada ao desenvolvimento
de um método, pois muitos parametros de desempenho do método relacionados a validacao do
método podem ser avaliados durante o seu desenvolvimento. Entretanto, os dois processos
devem ser completamente separados. O procedimento de validagdo € uma ultima etapa de um
processo bem organizado, planejado e sistematicamente executado anteriormente, que inclui a
adequacdo do laboratério, o desenvolvimento do método e estudos de pré-validacdo. O
planejamento e a otimizacdo do método ndo devem ser confundidos com a etapa de validagéo,
na qual todos os parametros jA& devem estar otimizados e a probabilidade de ocorréncia de
desvios deve ser minima.

As condicdes de adequacdo de um laboratério devem ser verificadas obrigatoriamente,
antes de se iniciar qualquer estudo referente ao desenvolvimento de um método de anélise 3.
Dentre os requisitos basicos, o laboratério deve apresentar instrumentos e vidrarias calibradas,
temperatura e umidade controlada, deve ter espagos apropriados para o acondicionamento
correto das amostras e dos padrées dos analitos e por fim deve apresentar condi¢des basicas
de limpeza, higiene e organizacao.

Nas fases de otimizacdo e pré-validacdo do método, a coleta das amostras que servirdo
de brancos de amostra devem ser feitas com base em alguns critérios pré-determinados 43144

e estes critérios devem ser relatados juntamente aos resultados obtidos na validacéo.
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Os guias mostrados na Tabela 6 apresentam definigcBes e critérios para a obtencao dos
parametros necesséarios a validacdo de um método, chamados de figuras de mérito ou
parametros de desempenho. Estas definigcbes e critérios podem variar entre 0s guias, entretanto

0s parametros descritos a seguir integram basicamente todos eles.

1.11.2.1. Seletividade

E a habilidade de um método em quantificar o analito sem equivocos na presenca de
componentes que podem estar presentes como impurezas, produtos de degradacdo e
excipientes. Um método especifico deve medir somente o composto desejado, sem a
interferéncia de outros compostos, sendo que uma separagcdo ndo € necessariamente
requerida. )

Na cromatografia liquida, a seletividade pode ser alcancada através da otimizacdo das
etapas de extracdo e de separacdo dos analitos. Em relagdo a extracdo, a seletividade do
método é regida pelo tipo de técnica de extracdo selecionada e por todas as variaveis
envolvidas no seu procedimento, como por exemplo, tipo de solventes e tempo de extragdo. A
seletividade na etapa de separacao cromatogréfica pode variar de acordo com o tipo de recheio

da coluna cromatogréfica e composicdo da fase mével %

. A seletividade pode ser avaliada
inicialmente através da comparacdo entre cromatogramas de extratos de brancos da matriz e
extratos de brancos da matriz fortificada com padrdes dos agrotoxicos para verificar a presenca
de interferentes no mesmo tg dos analitos. Em analises por HPLC-DAD, a seletividade deve ser
avaliada também através do teste de pureza dos picos, verificada em trés pontos, inicio, apice e
final do pico. Os espectros de UV obtidos nestes trés pontos e o0 espectro do padrao do analito

devem ser iguais. ¢

1.11.2.2. Limite de Deteccéao

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada como um valor exato **”. Outra definicéo
relevante é dada pela IUPAC, de que o LD é a menor concentracdo do analito na amostra que

pode ser distinguida de zero com confianca. **”
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No desenvolvimento de um método, quando ocorre concentracado dos analitos na etapa
de extragdo da amostra € necesséario fazer uma distingdo entre dois tipos de LD que
apresentam valores diferentes. O LD do instrumento (LDI) é a concentra¢do correspondente a
area do pico verificada no cromatograma do analito. O LD do método (LDM) é o valor da
concentra¢do do agrotoxico na matriz antes da sua extracdo e consequente concentracdo. O

LDI e o LDM relacionam-se através da Equacéo 12:

LDM = LDl [Eq. 12]

fator de concentracao

onde:
fator de concentragdo: numero de vezes no qual o analito foi concentrado no procedimento de

extragao.

O LDI pode ser determinado de formas diferentes sendo que as mais comuns Ssao
através do método da relacdo sinal-ruido e através dos parametros da curva analitica.

No método da relagdo sinal-ruido, o LDI é determinado através da injecdo de extratos da
matriz fortificada com baixas concentracdes do analito. Nos cromatogramas obtidos, o LDI é a
concentracao que resulta em um sinal com altura trés vezes maior que o ruido da linha de base.
(130,145)

O LDI pode ser obtido também através da inclinacdo da curva analitica, como mostrado

na Equacédo 13:

LDI=3,3 x _s_ [Eq. 13]
S

onde:
s = estimativa do desvio padréo da resposta

S = inclinagéo ou coeficiente angular da curva

O parametro s pode ser a estimativa do desvio padrdo da equacdo da curva de

regressao ou do coeficiente linear da equacao.
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O INMETRO ®* e a Eurachem ®° expressam o LDI através do desvio padrdo dos
valores dos brancos das amostras ou brancos das amostras fortificadas, como mostrado na

Equacao 14:
LDI = média dos valores dos brancos da amostra+ 3. s [Eq. 14]

onde;:

s = desvio padréo dos valores dos brancos da amostra

ou
LDI=0+3.s [Eq. 15]

onde;:

s = desvio padréo dos valores dos brancos das amostras fortificados

Nas duas determinacdes, o guia da Eurachem recomenda a analise de 10 amostras (n =
10) e 0 INMETRO, 7 ou mais. A AOAC adota a determinagdo do LDI mostrada na Equagéo 14,
mas com a andlise de 20 amostras *®). A determinagéo do LDI através da Equacéo 14 pode
ser problematica, pois geralmente € dificil medir corretamente o branco da amostra ou esta
medida é altamente variavel. Além disso, o valor determinado desta maneira é independente do

analito. %)

1.11.2.3. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do analito em uma amostra que
pode ser determinada quantitativamente com exatid&o e preciséo adequada. **)

Para a determinacdo do LQ do instrumento (LQI), as definicbes e as equacdes sao as
mesmas utilizadas para o calculo do LDI. Pelo método do sinal-ruido, o LQI é a concentracdo
do analito que resulta em um sinal com altura 10 x maior que o ruido da linha de base. ¢4

A determinacdo do LQI através da curva analitica é expressa pela Equacéo 16:

LQI=10 x _s_ [Eq. 16]
S
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onde:
s = estimativa do desvio padréo da resposta

S =inclinag&o ou coeficiente angular da curva

A Eurachem ® e o INMETRO ®¥ apresentam duas formas de calcular o LQI. A
primeira € similar & utilizada para o célculo do LDI, exceto que neste caso, LQl é a
concentracdao do analito correspondente ao valor do branco da amostra mais 5, 6, ou 10 x o
desvio padrao da média. A segunda forma € uma opcao no caso de haver dificuldade em se
encontrar brancos de amostra mensuraveis. Inicialmente deve-se definir qual € a precisédo
aceitavel do método no nivel do limite de quantificacdo. Para esta determinacdo, brancos da
amostra sao fortificados com vérias concentracfes do analito proximas ao valor de LDI. S&o
feitas entdo 10 replicatas de injecdo com cada uma das concentracdes. Calcula-se a estimativa
do desvio padrdo dos valores do analito em cada concentracdo e constroe-se um grafico da
estimativa do desvio versus a concentracdo. No grafico, o LQI é a concentracdo que
corresponde a precisdo aceitavel do método no nivel do limite de quantificacdo, especificada

anteriormente.

1.11.2.4. Linearidade e Curva Analitica

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma dada faixa de
concentracdo, determinada de faixa linear de trabalho ou intervalo de linearidade *?°**%_ No
limite inferior da faixa de concentracdo, os fatores limitantes sdo os valores dos LDI e LQI. No
limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do instrumento.

A faixa linear deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio vai ser usado. A
concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro da
faixa linear. Os valores medidos obtidos tém que estar linearmente correlacionados as
concentracdes. Isto requer que os valores medidos proximos ao limite inferior da faixa linear de
trabalho possam ser distinguidos dos brancos dos métodos. Esse limite inferior deve, portanto,
ser igual ou maior que o limite de deteccéo do método. **?

Em geral, sdo necessarios varios pontos de calibracdo para determinar a faixa de
trabalho. O INMETRO ®*¥ e 0 Codex “*® sugerem 7 ou mais pontos, a AOAC ®®®| de seis a 8

pontos. Os guias da ICH ®39 ANVISA %) e GARP “* sugerem 5 concentracdes.
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A maior parte dos guias citados recomendam que o0s pontos das curvas sejam
preparados em extratos da matriz, com o0 objetivo de contabilizar os erros de preparo das
amostras, dos padrdes e de injecdo das solucdes padrdo e das amostras.

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um
conjunto de medicdes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regresséo linear. Além dos coeficientes de regressao a e b, também é possivel
calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo r. Este parametro
permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressao estimados. Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlacéo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 *®. O valor do
coeficiente a (intercepto) também deve ser observado, pois este deve ser menor que uma
pequena porcentagem da resposta obtida para o analito no nivel avaliado *®. Caso isto ndo
ocorra, deve-se demonstrar que este fator ndo afeta a exatiddo do método ®*®. Entretanto,
nenhum dos guias sugere qual é a porcentagem aceitavel.

A linearidade do método pode ser avaliada de duas formas. A primeira delas € através
da construcdo do grafico de residuos. Os residuos representam a diferenca entre a
concentracdo nominal (tedrica) e a concentracdo média obtida, em porcentagem. Para cada
uma das curvas dos analitos, constroe-se um grafico dos residuos versus a concentragdo
nominal. Deve-se obter uma distribuicdo aleatéria entre os valores residuais positivos e
negativos, sem nenhuma tendéncia ou padréo, para confirmac&o da linearidade. (27146:147.150.151)

Outra alternativa para estabelecer a linearidade é dividir a resposta pelas respectivas
concentracdes obtendo as respostas relativas. Plota-se entdo um gréfico com as respostas
relativas no eixo y e as concentracdes correspondentes em escala logaritmica no eixo x. A linha
obtida deve ser horizontal em toda faixa linear. Este grafico deve mostrar também os desvios
admitidos (geralmente 15). Os valores (pontos) que estiverem fora da faixa determinada

denotam concentracdes analiticas que se encontram fora da faixa linear. 46147152

1.11.2.5. Exatidao, Precisdo e Recuperacao

A exatiddo € o grau de concordancia entre uma medida (expressa como um valor médio

resultante de uma série de medidas) e o valor esperado **?. A exatiddo do método pode ser
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avaliada através de estudos de porcentagem de recuperagdo do analito em amostras
fortificadas com concentracées conhecidas. 3347

A porcentagem de analito recuperado (R) é calculada pela Equagéo 17:

R (%) = <2x 100 [Eq. 17]
C
onde:

C; = Concentracéo inicial do agrotdxico antes da extracao

C, = Concentracdo do agrotoxico apos a extracao

As concentracdes utilizadas neste estudo devem cobrir a faixa de interesse e devem
incluir uma concentracdo préxima ao LQI. 449

Os guias da ICH ®*9 e da ANVISA ®*® recomendam um minimo de 9 determinacées
cobrindo a faixa especificada do procedimento, em trés concentracoes (baixa, média e alta) e
com 3 replicatas de cada uma, para determinacéo da repetividade. O manual da GARP @3
recomenda que estas concentracfes sejam definidas tomando por base a concentracdo do
LQM, sendo entdo de 1, 2 e 10 x o LQM. O guia do INMETRO “3*¥ recomenda que as trés
diferentes concentragbes sejam uma proxima ao limite de deteccdo, outra proxima a
concentracdo maxima permissivel e em uma concentracao préxima a média da faixa de uso do
método.

O guia da SANCO sugere um minimo de 5 replicatas em dois niveis de concentracédo
(com o objetivo de se avaliar também a precisdo do método). O primeiro é a concentracdo do
LQM e o outro deve ser um nivel de concentracdo maior, e a SANCO recomenda que seja 0
LMR do agrotéxico na matriz estudada. 3V

A precisdo descreve o grau de concordancia entre medidas independentes obtidas por
meio de um procedimento analitico na andlise de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdes, em condicées definidas “***%2. A preciséo esta relacionada ao desvio aleatério e
mede a dispersdo ou espalhamento dos valores ao redor da média e € expressa como
estimativa do desvio padrdo relativo ou coeficiente de variacdo (CV), como mostrado na
Equacéo 18.

CV (%) = _estimativa do_desvio padréo absoluto  x 100 [Eg. 18]
recuperacao média
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onde:

estimativa do desvio padrédo absoluto = [Z (x; — X)? / n-1]"2,
n = ndmero total de medidas,

X; = valor medido,

Xm= média das medidas.

A preciséo pode ser avaliada em termos de repetividade e de precisdo intermediaria.

A repetitividade representa a precisdo de resultados obtidos sob as mesmas condi¢bes
como: mesmo laboratério, mesmo analista, instrumento e repeticdes em curto espaco de tempo
(133,152)

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra (ou
amostras semelhantes), utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratorios
diferentes, mas definindo exatamente quais as condicbes que irdo variar (uma ou mais):
analista, equipamento, ou tempos diferentes “*¥. Os guias de validagéo apresentam diferentes
maneiras e numeros de ensaios para a determinacdo da repetitividade e da precisdo
intermediaria.

Tanto os resultados obtidos para as porcentagens de recuperagdo quanto os CV de
repetitividade e precisdo intermediaria dependem do tipo de matriz estudada, do procedimento
de extragcdo e principalmente da concentragdo do analito. Deve-se esperar, por exemplo, uma
maior variabilidade dos resultados em valores proximos ao LDI 140 Dessa forma, na Tabela 7
sdo mostrados valores aceitaveis de porcentagem de recuperacdo e CV em fungdo de

diferentes concentracdes, previstos pelos guias da AOAC ¥ e SANCO *39),

Tabela 7: Valores aceitaveis de porcentagem de recuperacédo e CV em funcao da concentragao.

Guia Concentrﬁgéo Limites ~de CV repetitividade
(ngg™) Recuperacao (%) (%)
AOAC 1000 75-120 8
10 70-125 15
SANCO 1-10 70-120 30
10-100 70-120 20
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1.11.2.6. Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a pequenas
variagbes. Um meétodo pode ser classificado como sendo se for praticamente insensivel a
pequenas variacdes que possam ocorrer quando esse esta sendo executado. A robustez é o
Unico parametro de uma validacdo que pode ser avaliado j4 na etapa de desenvolvimento do
método, através da observacdo da variacdo dos resultados com pequenas alteracdes no
procedimento de extracdo e na separacdo dos analitos.

A robustez pode ser avaliada também isoladamente em um experimento individual,
chamado de teste de Youden, no qual os fatores que podem afetar 0 método sdo avaliados
simultaneamente através de um planejamento fatorial. Neste teste, avalia-se nédo s6 a robustez
do método, como também verifica-se a influéncia de cada uma das varia¢cdes nos resultados
finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variacdes. Neste caso, podem
ser avaliados fatores como massa de amostra, temperatura de extracao, volume de solvente,
tipo de solvente, tempo de extracéo e de agitacéo, tipo de agitacdo, dentre outras. ‘33142

Em relacdo a separacdo cromatografica podem ser avaliados fatores como pH da fase
movel, porcentagem de solvente organico, colunas cromatograficas diferentes (variando lotes

ou fornecedores), temperatura da coluna, vazéo, dentre outras.

1.11.2.7. Confirmacao por Espectrometria de Massas

Segundo o guia da SANCO, os detectores seletivos por DAD e por fluorescéncia,
empregados em LC possuem especificidade limitada e o uso destes pode dar somente
evidéncias limitadas de confirmac&o. 3V

O termo “confirmacao por espectrometria de massas”, geralmente refere-se a evidéncia
decisiva de que a amostra contem o analito, ou seja, uma prova de identidade.

Os ions dos analitos utilizados para sua identificacdo e quantificacdo na amostra devem
apresentar picos (com razao sinal/ruido maior ou igual a trés) com tempo de retencéo, forma e
resposta similares agueles obtidos para 0 mesmo analito em uma solucéo padréo, a qual deve
ser analisada no mesmo lote das amostras.

Quando se monitora uma faixa determinada de massas ou se utiliza o monitoramento de
jons selecionados (SIM), sdo necessarios pelo menos dois ions de m/z > 200 ou trés ions com
m/z > 100, de preferéncia incluindo o ion molecular. Para alguns analitos, sdo aceitaveis ions

com m/z < 100, desde que n&o seja possivel a obtencdo de fons com m/z > 100. *3V
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Outro guia da Comissdo da Comunidade Européia voltado a analise de residuos e
contaminantes em produtos animais também apresenta alguns critérios para a utiliza¢éo de LC-
MS/MS como método de confirmagdo. Neste guia, é proposto um sistema de pontos de
identificacdo (Pl) que serve para definir quantos ions de um mesmo analito devem ser
monitorados pelo método de confirmagé@o selecionado. Todas as combinac¢des de diferentes
técnicas de MS, LC e GC recebem um determinado nimero de Pl por ion monitorado. Sao
necessarios um minimo de 3 a 4 Pl para que o método possa ser utilizado como meio de
confirmacdo. Como definido por este guia, a LC-MS/MS, recebe um PI por cada ion precursor e
1,5 PI por ion produto. Desta forma, € necessario 0 monitoramento de um ion precursor e dois
fons produtos para que a LC-MS/MS seja utilizada para a confirmacdo dos resultados. Os
valores de Pl para outras combinacdes de técnicas também sao relatados neste guia. Nao ha
especificacdo quanto ao valor da m/z dos fons diagnésticos. ¢

Ao se utilizar uma técnica MS/MS em condi¢des SIM, as intensidades relativas dos ions
dos analitos (expressos como porcentagem da intensidade do ion ou transicdo mais intenso no
espectro) devem corresponder as mesmas obtidas com solucdes padrdes medidas na mesma
concentracao e nas mesmas condi¢bes. Em outras palavras, as abundancias relativas dos ions
do analito na amostra devem ser iguais as abundancias obtidas com a injecao de padrdes do

analito em concentracdes proximas as encontradas na amostra. 3159
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi 0 desenvolvimento e a validacdo de métodos para
determinacdo de agrotdxicos em solo e em agua das areas de recarga do Aquifero Guarani,
localizado na regido das nascentes do rio Araguaia, na divisa dos estados de Mato Grosso e
Goiads. Os agrotoxicos estudados foram imazetapir, nicossulfurom, imazaquim, carbofuram,
atrazina, linurom, clorimurom-etil e diflubenzurom, empregados em culturas de milho ou de soja,
gue sdo as principais nesta regido. Outro objetivo deste trabalho foi estudar, através das
isotermas de adsor¢cdo e dessor¢cdo, 0 comportamento dos agrotdxicos imazetapir,

nicossulfurom, imazaquim, clorimurom-etil e diflubenzurom no solo desta regiéo.

2.1. Estratégias para Atingir os Objetivos

A SPE foi selecionada e otimizada para a extracdo e preparo das amostras de agua. Foi
desenvolvido um método de analise multirresiduo dos agrotéxicos estudados em amostras de
agua de forma que os valores de LQM ficassem abaixo ou pelo menos iguais ao limite maximo
de residuos (LMR) de agrotéxicos em agua, sugerido pela CE, de 0,1 ng mL™.

Foram estudadas quatro técnicas para a extracdo de agrotoxicos em solo coletado na
regido de Mineiros, Goias, sendo elas: extracdo por agitacdo mecénica, por banho ultrassénico
e assistida por micro-ondas caseiro ou industrial, sendo que as trés primeiras foram validadas.

Para separacdo, identificagdo e quantificagdo dos agrotoxicos foi utilizada a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC),
com deteccdo por arranjo de diodos (Diode Array Detection, DAD) e a Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas em série através da Fonte de lonizagcdo por
Eletronebulizacdo (Liquid Chromatography with Electrospray lonization with Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry, LC-ESI-MS/MS). Em ambos os métodos foi empregada uma
mesma coluna de fase reversa C18, comercial.

Os métodos desenvolvidos foram validados por meio da obtencao das seguintes figuras
de mérito: limites de deteccdo e de quantificacdo, curva analitica, linearidade, seletividade,
precisdo (repetitividade e precisédo intermediaria) e exatiddo (recuperacdo). Apds a validacao,
0s métodos foram utilizados para a analise de amostras de 4gua coletadas nas proximidades de

areas do aquifero guarani cultivadas com as culturas de milho ou de soja.
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O método otimizado e validado para a andlise do solo foi aplicado em amostras de solo
coletadas em outras duas regifes, Goiania e Rio Grande do Sul, em areas com cultivo intensivo
de soja.

Os parametros fisico-quimicos, coeficiente de adsorcdo a matéria organica (K, e
coeficiente de adsorgéo (Kq) dos agrotéxicos imazetapir, nicossulfurom, imazaquim, clorimurom-
etil foram determinados em solo coletado na regido estudada.

Os resultados obtidos neste projeto permitiram avaliar a contaminacdo e suas
implicagcdes ambientais, seja quanto a sorcdo no solo ou a presenca dos agrotéxicos em aguas
superficiais e/ou subterraneas. Este trabalho compreendeu uma das etapas do projeto “Manejo
Agro-Ecoldgico das Areas de Recarga do Aquifero Guarani na Regido das Nascentes do Rio

Araguaia, GO/MT”, desenvolvido em conjunto com a Embrapa Meio Ambiente, em Jaguariana.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes e Solventes

Acetona p.a., Merck

Acido fosférico p.a., Mallinckrodt
Agua deionizada, sistema Milli-Q, Millipore
Diclorometano, Tedia, grau HPLC
Etanol p.a., Tedia

Metanol, Tedia, grau HPLC

Acetato de Etila, Tedia, grau pesticida
Acetonitrila, Tedia, grau HPLC
Tetraidrofurano, Tedia, grau HPLC
Tampao pH 4, Synth

Tampao pH 7, Synth

Extran, Merck

3.1.2. Padrbes de Agrotoxicos

Imazetapir, grau de pureza >99%, Chem Service (West Chester, PA, USA)

Nicossulfurom, grau de pureza >99%, Chem Service (West Chester, PA, USA)

Imazaquim, grau de pureza >99%, Chem Service (West Chester, PA, USA)

Carbofuram, grau de pureza >99%, Chem Service (West Chester, PA, USA)

Atrazina, grau de pureza >99%, Chem Service (West Chester, PA, USA)

Linurom, grau de pureza >99%, Chem Service (West Chester, PA, USA)

Clorimurom-etil, grau de pureza >99%, Chem Service (West Chester, PA, USA)

Diflubenzurom, grau de pureza >99%, Chem Service (West Chester, PA, USA)

3.1.3. Colunas Cromatograficas
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Coluna analitica de fase reversa Nova-Pak RP-18, Waters, particulas de 4 um, dimensdes:

3,9 x 150 mm

Coluna de guarda Nova-Pak RP-18, Waters, particulas de 4 um, dimensdes: 3,9 x 20 mm
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3.1.4. Cartuchos de SPE

Oasis HLB, Waters, 3 mL, 60 mg

LiChrolut EN, Merck, 3 mL, 200 mg
LiChrolut NH,, Merck, 3 mL, 500 mg
LiChrolut RP-18, Merck, 3 mL, 500 mg
Supelclean C18, Supelco, 3 mL, 500 mg
Supelclean ENVI-8, Supelco, 3 mL, 500 mg

3.2. Equipamentos

Agitador magnético Corning Glass Works, modelo PC-351

Agitador roto torque Cole-Parmer Instruments Company, modelo 7637-10.

Agitador vortex Phoenix, modelo AP 56.

Balanca analitica, Fischer Scientific (sensibilidade de 0,0001 g), modelo A-250.

Bomba a vacuo Millipore

Manifold para SPE Supelco para a concentragdo simultanea de até 12 amostras;

Sistema Milli-Q Plus, Millipore.

Sistema de ultrassom Thornton, modelos T14 e T50.

pHmetro Digimed, modelo DM21

Cromatégrafo a liquido, Shimadzu, composto por:

— Controlador de sistema SCL-10A;

- Bomba de alta presséo, tipo reciproca de pistdo duplo, modelo LC-10AT,;

- Injetor automatico, amostragem programada de 10 pL, modelo SIL-10AF;

— Forno para coluna, modelo CTO-10AS;

- Detector espectrofotométrico por arranjo de diodos, cela de 8 uL de volume, 10 mm de
caminho 6tico, modelo SPD-M10A;

- Sistema de aquisicdo de dados: software de aquisicdo de dados cromatograficos Class
VP.

Cromatografo a liquido, LC-MS-MS Waters Alliance 2695 composto por:

- Amostrador automético, bomba quaternaria, forno para coluna e sistema de

desgaseificagéo;
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- Espectrdmetro de massas em série Micromass Quattro Micro™ API com fonte API,
utilizando o modo de ionizacdo por Electrospray; atuando no modo MRM,;
- Sistema de aquisi¢do e tratamento de dados: software Mass Lynx v. 4.1;

- Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics Instruments Ltda.

3.3. Critérios Para a Sele¢do dos Agrotoxicos Estud ados e suas Propriedades

Quimicas e Fisicas.

A escolha dos agrotoxicos a serem estudados foi feita com base em um levantamento
dos agrotéxicos mais utilizados na regido em estudo. Este levantamento foi feito por alunos do
curso de agronomia da Fundacéo Integrada Municipal de Ensino Superior (FIMES-Mineiros/GO)
em parceria com a Embrapa Meio Ambiente-Jaguariuna/SP, por meio de aplicacdo de
guestionarios junto aos produtores das culturas de milho e de soja da regido. Para os
agrotoxicos mais utilizados foram calculados os potenciais de contaminacdo de &aguas
subterraneas pelo método de GUS, com dados obtidos da literatura. Os agrotoxicos que
apresentaram potencial de contaminacdo de médio a alto (indice de GUS > 2,8) foram
selecionados para este trabalho. Deve-se ressaltar que os dados da literatura utilizados no
célculo do indice de GUS referiam-se a solos temperados, com propriedades quimicas e fisicas
diferentes das do solo estudado, desta forma, os valores obtidos serviram apenas como uma

estimativa inicial do potencial de contaminacdo dos agrotoxicos.

3.3.1. Descricdo e Propriedades Quimicas e Fisicas dos Agrotoxicos

Selecionados para Estudo

Na Figura 11 sdo mostradas as estruturas quimicas dos agrotoxicos estudados e
posteriormente foi feita uma breve descricdo de cada um deles ®**°®_ A grande maioria dos
agrotoxicos encontra-se em varios produtos formulados de empresas diferentes, inclusive em
formulacdes diferentes. Os produtos formulados descritos nesta secéo fazem parte de uma lista
divulgada trimestralmente pelo Instituto de Economia Agricola (IEA) para acompanhamento de
flutuagcdo dos precos dos produtos formulados dos agrotéxicos. Os precos mostrados

representam valores médios de janeiro de 2006 até abril de 2009.
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Figura 11: Estruturas dos agrotdxicos estudados.* Valores dos pKa indicados na Tabela 8.

Os produtos formulados contendo agrotoxicos comercializados vém sempre
acompanhados de uma bula, na qual se encontram diversas informa¢des importantes sobre o

produto e uma delas é a dose de aplicagédo (d.a.) recomendada pelo fabricante. Esta dose é
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estabelecida de acordo com o tipo de cultura, plantas infestantes ou pestes e também do
tamanho da &rea cultivada (em hectare, ha) **°*® Na Tabela 8 encontram-se algumas
propriedades quimicas e fisicas obtidas na literatura *>**®?  assim como os valores de d.a. dos
agrotoxicos estudados em ng g™. A conversdo dos valores em g ha para a concentracdo em
ng g7, foi calculada considerando-se a densidade (d=1,1 g cm?®) “® e a profundidade do solo

coletado.

3.3.1.1. Imazetapir (IMZE)

= Nome Quimico: &cido-2-[4,5-diidro-4-metil-4-(1-metiletil)-5-oxo-1H-imidazol-2-il]-5-etil-3-
piridinocarboxilico

=  Formula Bruta: C;5H1gNsO3

»  Grupo Quimico: imidazolinona

= Classe Agrondmica: herbicida

» Modalidade de emprego: aplicacdo em pds-emergéncia das plantas infestantes nas culturas
de arroz, feijao e soja e aplicacdo em pré e pds-emergéncia das plantas infestantes na
cultura de arroz e soja.

* Produto formulado: Pivot

» Formulacéo: concentrado soluvel

* Preco do produto formulado: R$ 172,00 / embalagem 5 L

» Quantidade de agrotdxico no produto formulado (g): 530

» Dose de aplicacédo do agrotéxico (g ha): 106

» Valor gasto por hectare: R$ 34,40

= Titular do registro: Basf S.A.

» Classificagdo toxicoldgica: Il - Medianamente Toxico

3.3.1.2. Imazaquim (IMZA)

= Nome Quimico: acido 2-[4,5-diidro-4-metil-4-(1-metiletil)-5-oxo0-1H-imidazol-2-il]-3-
quinolinacarboxilico

=  Formula Bruta: C17H17N3O5

» Grupo Quimico: imidazolinona

» Classe Agronémica: herbicida
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Modalidade de emprego: aplicagdo em pré-emergéncia das plantas infestantes na cultura da
soja

Produto formulado: Scepter 70 DG

Formulacéo: granulado dispersivel

Preco do produto formulado: R$ 59,00 / embalagem 200 g

Quantidade de agrotéxico no produto formulado (g): 140

Dose de aplicacdo do agrotoxico (g ha™): 140

Valor gasto por hectare: R$ 59,00

Titular do registro: Basf S.A.

Classificagao toxicologica: 11l - Medianamente Téxico

3.3.1.3. Nicossulfurom (NICO)

Nome Quimico: 2-[[[[(4,6-dimetdxi-2-pirimidinil)amino]carbonillamino]sulfonil]-N,N-dimetil-3-
piridinacarboxamida

Formula Bruta: CisH1sNgO6S

Grupo Quimico: sulfoniluréia

Classe Agrondmica: herbicida

Modalidade de emprego: aplicacdo em pds-emergéncia das plantas infestantes na cultura
do milho.

Produto formulado: Sanson 40 SC

Formulacgdo: suspensao concentrada

Preco do produto formulado: R$ 339,00 / embalagem de 5 L

Quantidade de agrotéxico no produto formulado (g): 200

Dose de aplicacéo do agrotoxico (g ha™): 55

Valor gasto por hectare: R$ 93,20

Titular do registro: Ishihara Brasil Defensivos Agricolas LTDA

Classificag&o toxicoldgica: | - Extremamente Toxico

3.3.1.4. Clorimurom-etil (CLOR)

Nome Quimico: etil 2-[[[[(4-cloro-6-metdxi-2-pirimidinil)amino]carbonillamino]sulfonillbenzoate
Formula Bruta: Ci5H15CIN,OgS

Grupo Quimico: sulfoniluréia
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» Classe Agronémica: herbicida

» Modalidade de emprego: aplicacdo em pés-emergéncia das plantas infestantes na cultura
de soja.

= Produto formulado: Classic

*» Formulacdo: Granulado dispersivel

* Preco do produto formulado: R$ 64,88 / embalagem 300 g

» Quantidade de agrotéxico no produto formulado (g): 75

= Dose de aplicacdo do agrotéxico (g ha™): 50

* Valor gasto por hectare: R$ 43,20

= Titular do registro: Du Pont do Brasil S.A.

» Classificacao toxicolégica: lll - Medianamente toxico

3.3.1.5. Diflubenzurom (DIFLU)

* Nome Quimico: N-[[(4-clorofenil)amino]carbonilal-2,6-difluorobenzamida

=  Formula Bruta: C14HyCIF,N,0,

=  Grupo Quimico: benzoiluréia

= Classe Agrondmica: acaricida e inseticida

» Modalidade de emprego: aplicacdo foliar nas culturas de algodéo, arroz, citros, milho, soja,
tomate e trigo.

* Produto formulado mais comum ou indicado: Dimilin

»  Formulacdo: pé molhavel

* Preco do produto formulado: R$ 49,70 / embalagem 500 g

» Quantidade de agrotéxico no produto formulado (g) : 125

= Dose de aplicacédo do agrotoxico (g ha): 45

» Valor gasto por hectare: R$ 17,90

= Titular do registro: Crompton LTDA

» Classificag&o toxicologica: IV - Pouco toxico

3.3.1.6. Linurom (LINU)

= Nome Quimico: N'-(3,4-diclorofenil)-N-metdxi-N-metiluréia
=  Formula Bruta: CoH10CLN,O,

» Grupo Quimico: uréia
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= Classe Agronémica: herbicida

= Modalidade de emprego: aplicacdo em pré e pds-emergéncia das plantas infestantes nas
culturas de alho, batata, cebola, cenoura, ervilha, milho e soja.

= Produto formulado: Afalon SC

= Formulacéo: suspenséo concentrada

= Preco do produto formulado: R$ 75,00 / embalagem 1 L

= Quantidade de agrotoxico no produto formulado (g): 450

* Dose de aplicacdo do agrotéxico (g ha™): 1100

= Valor gasto por hectare: R$ 183,00

= Titular do registro: Milenia Agrociéncias S.A

= Classificacao toxicolégica: Ill - Medianamente Toxico

3.3.1.7. Atrazina (ATRAZ)

= Nome Quimico: 6-cloro-N-etil-N'-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina

=  Formula Bruta: CgH14CIN5

=  Grupo Quimico: triazina

= Classe Agron6mica: herbicida

= Modalidade de emprego: aplicacdo em pré ou pés-emergéncia das plantas infestantes nas
culturas de abacaxi, cana-de-acucar, milho, pinus, seringueira, sisal e sorgo.

= Produto formulado: Gesaprim 500

= Formulacdo: suspensdo concentrada

= Preco do produto formulado: R$ 51,00 / embalagem 5 L

»= Quantidade de agrotéxico no produto formulado (g): 2500

= Dose de aplicacdo do agrotoxico (g ha): 2250

= Valor gasto por hectare: R$ 45,90

= Titular do registro: Syngenta Proteg&o de Cultivos LTDA.

= Classificag&o toxicoldgica: IV - Pouco Toxico

3.3.1.8. Carbofuram (CARBO)

= Nome Quimico: 2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metilcarbamato
=  Formula Bruta: C1oHi5NO3

= Grupo Quimico: metilcarbamato de benzofuranila
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» Classe Agronémica: inseticida e nematicida

= Modalidade de emprego: aplicacdo no solo em culturas de algoddo, amendoim, arroz,
banana, batata, café, cana-de-agucar, cenoura, feijao, fumo, milho, repolho, tomate e trigo.
Aplicacdo em sementes de algodéao, arroz, feijao, milho e trigo.

= Produto formulado: Furadan 50 GR

= Formulacgdo: granulado

* Preco do produto formulado: R$ 61,00 / embalagem 10 kg

» Quantidade de agrotdxico no produto formulado (g): 500

= Dose de aplicacdo do agrotéxico (g ha): 1500

» Valor gasto por hectare: R$ 183,00

= Titular do registro: FMC Quimica do Brasil LTDA

» Classificacao toxicolégica: | - Extremamente Téxico

Tabela 8: Propriedades quimicas e fisicas obtidas na literatura e concentragdo da dose de aplicacédo

(d.a.) dos agrotoxicos estudados.

IMZE IMZA NICO CLOR DIFLU LINU ATRAZ CARBO

Solubilidade

em agua 1400 60 7 1200 0,08 64 33 351
(mgL™

pKa* 3,9 3,8 4,6 4,2 nd nd nd nd
t12 solo

(dras) 90 60 24-43 40 10 60 60 30-60
Koo (ML g 10 20 - 110 10000 400 100 22
Conc. d.a. 31 41 16,1 15 132 322 659 438
(ngg™)

* 0s grupos funcionais aos quais se referem estes pKa estéo indicados nas estruturas dos agrotoxicos na Figura 11.
nd: ndo determinado

3.4. Preparacéao das Solucdes Estoque e de Trabalho

As solugdes estoque dos agrotdxicos individuais foram preparadas em acetonitrila na
concentracdo de 1000 yg mL™ e todas apresentaram estabilidade por no minimo seis meses

quando estocadas em freezer (-4 °C). As solucdes de trabalho de todos os agrotéxicos (10 e 50
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ug mL™) foram obtidas a partir da diluicio das solucdes estoque em acetonitrila. Estas solugdes

estoque foram utilizadas para as fortificacdes e também para construir as curvas analiticas.

3.5. Coleta e Tratamento das Amostras

A coleta das amostras de agua e de solo foi feita pelo pesquisador da EMBRAPA Meio

Ambiente Dr. Marco Antonio Ferreira Gomes.

3.5.1. Amostras de Solo

As amostras de solo, livre de agrotéxicos, utilizadas nos experimentos de adsorcéo e
dessorcao e desenvolvimento de métodos de analise dos agrotoxicos em solo foram coletadas
na Fazenda Chitolina (Mineiros, GO), na qual ndo ha nenhum tipo de cultivo ativo.

Foram coletadas também amostras de solo provenientes de lavouras de soja de outras
duas localidades, como descrito na Tabela 9. Todas as amostras de solo foram coletadas na
profundidade de 0 a 0,2 m.

Tabela 9: Locais das coletas de solo.

o _ Localizacéo
PONtos Fazenda Municipio/ Tipo de (coordenadas)*
Estado cultura
Latitude Longitude
i Chitolina ~ M"eT0%/ i 17.89.083  53.11.917
s1 Levi Goiania/GO Smoijlﬁf 16.67.888  49.25.388
S2 Maldaners  Seiach/ Soja  28.62.861 52.95.250

RS

*Coordenadas referentes a localizagdo das fazendas

As amostras S1 e S2 foram coletadas em fazendas com cultivo ativo de soja ou de milho
e foram analisadas por LC-ESI-MS/MS.
Todas as amostras foram secas na capela, peneiradas e peneira de 2 mm, estocadas a

temperatura ambiente e protegidas da luz até serem utilizadas.
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3.5.2. Amostras de Agua

As amostras de A4gua subterrdneas, livre de agrotoxicos, utilizadas para o
desenvolvimento dos métodos de analise dos agrotoxicos em agua foram coletadas na Fazenda
Chitolina.

As amostras de 4gua subterrdneas provenientes de areas com cultivo ativo de soja ou
de milho foram coletadas em trés fazendas situadas na area de estudo. As coletas em cada
fazenda, denominada de pontos, foram feitas em trés profundidades diferentes, como pode ser
visto na Tabela 10.

As coletas foram feitas em varias datas, de acordo com a possibilidade do grupo de
coleta no local de estudo. As amostras coletadas em 12/2005; 03/2006; 03, 06, 09 e 12/2007
foram analisadas utilizando HPLC-DAD e as amostras coletadas em 04/2009 foram analisadas
por LC-ESI-MS/MS.

Tabela 10: Locais e profundidade das coletas de agua.

o _ _ Localizacéo
Pontos  Fazenda Municipio/  Tipo de  Profundidade (s) (coordenadas)
Estado cultura (m)

Latitude Longitude

- Chitolina M”&';OS/ n&o ha 2 17.89.083  53.11.917

Al Trés Mineiros/  Sojae 1,2e3 17.83.971  53.09.250
Irmaos GO milho
Mineiros/ Soja,

A2 Holandia GO algodao 1,2e3 18.00.838  53.06.929

e milho
A3 Graidna Alto soja e 1,2e3 17.94.413  53.13.563

Taquari/MT milho

Em cada ponto, a coleta das amostras de agua foi realizada por meio de coletores tipo
piezbmetros (tubos de PVC) com 70 mm de didmetro em trés profundidades distintas (1, 2 e 3
m), instalados a jusante da area cultivada. Apds a coleta, as amostras foram colocadas em
frascos @mbar de 1 L. Estes frascos foram entdo vedados e resfriados em gelo e colocadas em
um isopor para transporte até o laboratério, onde foram devidamente resfriados a 4 °C,

permanecendo nestas condi¢des até o momento da extracao.
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Todas as amostras foram filtradas em filtro de fibra de vidro de 7 ym e membrana de
PVDF de 0,22 ym, com auxilio de uma bomba de vacuo, para remoc¢ado de material particulado

e coldide.

3.6. Otimizacéo dos Procedimentos de Extracdo dos A grotoxicos

3.6.1. Solo

Os brancos de amostras de solo (5 g), isentos de agrotoxicos, foram fortificados 24
horas antes da extracdo, com 1 mL de uma solucdo contendo os agrotoxicos estudados na
concentracdo de 50 ng g*. Apds a extracdo, os extratos foram redissolvidos em 500 pL de
acetonitrila, estabelecendo-se assim o fator de concentracdo da amostra de 10 vezes, tornando
a concentracao final da amostra 500 ng g*, no caso de recuperacdes de 100 %.

Para a extracdo dos agrotéxicos do solo foram testadas as técnicas de extracdo por
agitagdo mecéanica, por banho ultrassénico e assistida por micro-ondas caseiro ou industrial. As
variaveis otimizadas foram os solventes, pH do solvente aquoso, o tempo de extracdo para
todas as técnicas de extracdo, e a poténcia do micro-ondas, no caso da extragcéo assistida por
micro-ondas. Foram testadas diversas condigdes, com diferentes combina¢gBes das variaveis

para cada uma das técnicas e as que resultaram em melhores recuperacdes foram:

MEC - Extracdo por agitacdo mecénica : 10 mL de acetato de etila e 1 mL de agua, pH 2,5,
ajustado com acido fosférico. Tempo de agitacdo em rotor torque: 2 h.

BUS - Extracdo por banho ultrassénico: 5 mL de acetona, 5 mL de acetato de etila e 2 mL de
agua, pH 2,5. Tempo no ultrassom: 1 h.

MIC - Micro-ondas caseiro: 10 mL de acetato de etila, 1 mL &gua, pH 2,5. Tempo de
aquecimento: 2 min, poténcia do micro-ondas: 200 W.

Mind - Micro-ondas industrial: 10 mL de acetato de etila, 1 mL agua, pH 2,5. Tempo de

aquecimento: 2 min, poténcia do micro-ondas: 200 W.
As metodologias envolvendo as trés primeiras técnicas de extracdo foram validadas

utilizando HPLC-DAD. A extracao por MIC foi utilizada também no desenvolvimento de método
empregando LC-ESI-MS/MS.
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3.6.2. Agua

No inicio deste trabalho foram testados véarios procedimentos de SPE, com diversos
tipos de sorvente comerciais e solventes diferentes para a eluigdo. A condigao que resultou em
melhores recuperagdes para todos os agrotdxicos em agua foi a descrita a seguir.

Os cartuchos Supelclean LC-18 (500 mg, 3 mL) foram condicionados com 2 mL de
acetato de etila, 2 mL de agua e 2 mL de &gua, com pH ajustado em 2,5 com acido fosférico.
Um litro da amostra (pH ajustado em 2,5 com acido fosforico) foi passado pelos cartuchos, sob
vacuo, a uma vaz&do de 10 mL min™. Os cartuchos foram secos sob vacuo por 30 min. Ap6s a
secagem, a eluicdo foi feita com 5 mL de acetato de etila e 2 mL de acetonitrila. O extrato foi

seco sob fluxo de nitrogénio e redissolvido em 500 pL de fase mével.

3.7. Condicdes de Analise de Solo e Agua por HPLC-D  AD

Foram feitos varios estudos de composic¢éo, tipo de modificador orgéanico, pH e vazéo de
fase movel (FM) e modo de eluicdo (isocratica ou gradiente) para a determinacédo das melhores
condicbes de separacdo. A FM foi acidificada, quando necessario, com uma solucdo de acido
fosforico 10% (v/v). Inicialmente, os agrotéxicos foram injetados separadamente para a
identificacdo dos tempos de retencéo e depois em conjunto para a otimizacdo da separacgao.

A separacdo dos compostos foi feita empregando uma vazao de 0,8 mL min™ e deteccéo
no comprimento de onda de 220 nm, no qual todos os agrotéxicos absorviam. Para a separacao

foi utilizada a eluicdo por gradiente, conforme programacao mostrada na Tabela 11.

Tabela 11: Programacéo do gradiente utilizada na separacado dos agrotoxicos empregando HPLC-DAD.

Tempo (min) % A % B
0 80 20

2 80 20

8 50 50

15 50 50

20 30 70

25 80 20

30 80 20

Solvente A: Agua em pH 3 ajustado com &cido fosférico
Solvente B: Acetonitrila/agua (90:10, v/v)
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3.8. Condicdes de Analise de Solo e Agua por LC-ESI  -MS/MS

3.8.1. Condigbes Cromatograficas

Para a determinacdo das condi¢Bes que resultariam em boa separacdo e na melhor
detectabilidade no LC-ESI-MS/MS foram feitos varios estudos de composi¢cdo da fase mével e
tipos de aditivos a serem adicionados na FM. As condicbes que geraram os melhores
resultados foram a eluicdo por gradiente, na vazdo de 0,7 mL min, utilizando como aditivo,

acido formico 1% (v/v). Na Tabela 12 encontra-se a programacéo do gradiente empregada.

Tabela 12: Programacdo do gradiente utilizada na separacdo dos agrotoxicos empregando LC-ESI-
MS/MS.

Tempo (min) % A % B
0 40 60
2 40 60
6 10 90
10 40 60
15 40 60

Solvente A: Agua/acido formico 1 % (v/v)
Solvente B: Acetonitrila/agua (90:10, v/v)

3.8.2. Otimizacdo dos Parametros para Fragmentacdo dos Agrotoxicos no

Espectrometro de Massas

Para andlise dos agrotoxicos empregou-se a fonte de ionizacdo a pressédo atmosférica
(API) no modo por eletronebulizacédo (ESI). As melhores condicdes para a fragmentacdo dos
ions monitorados foram: temperatura de 120 °C na fonte e vazéo de injecdo do padrao de 10 pL
min™. A temperatura do gas N, (gas de dessolvatac&o) foi de 450 °C, mantida a uma vazao de
800 L h* e para o cone de selecéo dos ions a 60 L h™. A energia do capilar variou de 3-3,5kV e
a do segundo cone (extrator), variou de 3-5 V.

Nas Tabelas 13 a 15 sdo mostrados os parametros do espectrdmetro de massas
otimizados para a andlise de cada um dos agrotoxicos. Os compostos analisados no modo
ESI+, foram divididos em duas fun¢bes. Os compostos da Func¢éo 1 foram analisados na janela

de retencédo de 0-4,5 min e os da Funcéo 2 ficaram no intervalo de 4,5-5,7 min (Tabelas 13 e
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14, respectivamente). Na Tabela 15, sdo apresentados os parametros do diflubenzurom, que
respondeu melhor no modo de ionizagdao negativo (ESI-). O diflubenzurom foi analisado na

funcdo 3, com janela de retencéo de 5,7-10 min.

Tabela 13: Parametros otimizados para analise dos compostos por LC-ESI-MS/MS no modo de ionizagéo

positivo ESI+, usando o modo de aquisicdo MRM, fun¢éo 1, com janela de retencao de 0-4,5 min.

Transicéo Energiade  Voltagem i Tempo de

Adrotéxico Massa Molar ~ (m/z) Coliséo do Cone (miRn) residéncia
9 (g mol ™) lon Precursor (eV) V) (s)

> {on Produto

NICO 410,4 411,3>182,2 20 23 24 0,1
411,3>213,4 20 23 24 0,1
IMZA 311,3 312,4>199,2 26 34 3 0,1
312,4>267,5 22 34 3 0,1
IMZE 290,3 289,3>177,2 28 35 2,7 0,1
289,3>230,4 24 35 2,7 0,1
CARBO 221,3 222,3>122,8 24 21 3,2 0,1
222,3>165,3 10 21 3,2 0,1
ATRAZ 215,7 216,2>174,2 18 33 3,6 0,1
216,2>103,7 26 33 3,6 0,1

Tabela 14: Parametros otimizados para analise dos compostos por LC-ESI-MS/MS no modo de ionizagéo

positivo ESI+, usando o modo de aquisicdo MRM, fun¢&o 2, com janela de retencéo de 4,5-5,7 min.

Transicéo Energiade  Voltagem i Tempo de

Adrotéxico Massa Molar ~ (m/z) Coliséo do Cone (miRn) residéncia
9 (g mol ™) lon Precursor (eV) V) (s)

> {on Produto

CLOR 414,8 415,2>186,2 30 26 5 0,3
415,2>121 40 26 5 0,3
LINU 249,1 249,1>160,2 18 23 5 0,5
249,1>182,2 18 23 5 0,5
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Tabela 15: Parametros otimizados para analise dos compostos por LC-ESI-MS/MS no modo de ionizacao

negativo ESI-, para o modo de aquisicdo MRM, fun¢éo 3, com janela de retencdo de 5,7-10 min.

Transicao Energiade  Voltagem Tempo de
AQrotoxico Massa Molar ~ (m/z) Colisdo do Cone (an) residéncia
9 (g mol 'l) lon Precursor (eV) V) (s)
> lon Produto
DIFLU 310,7 309,3>156,1 10 23 6,2 0,3

309,3>289,4 10 23 6,2 0,3

3.9. Determinacédo das Propriedades do Solo da Regida o de Mineiros/GO.

Os teores de carbono e de matéria orgéanica total, e do pH do solo foram determinados
por técnicos no laboratdrio de Solos da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina. Os teores dos
oxidos de aluminio e de ferro foram determinados por absor¢do atdmica, pelo Prof. José

Salvador Barone, no Laboratoério Puriquimica, S&o Paulo.

3.9.1. Determinacéo do Teor de Matéria Organicado  Solo

Para a determinacédo do teor de matéria organica total presente no solo foi utilizado o
método da perda por igni¢do, descrito a seguir.

Uma céapsula de porcelana foi aquecida em estufa, a 100 °C por uma hora. Apds este
periodo, a capsula foi resfriada até aproximadamente 25 °C em dessecador, e posteriormente
pesada. Dentro dela foram pesados 100 g do solo (P;), que foram aquecidos em estufa a 65 °C
por 12 h. Ap6s este periodo o material foi resfriado em dessecador, pesado (P,) e
posteriormente triturado.

Pesaram-se 4,0 g do solo triturado em um cadinho de porcelana calcinado a 600 °C, e
este foi levado a estufa a 105 °C por duas horas, resfriado em dessecador e pesado (P3). O
cadinho contendo o solo foi colocado em uma mufla aquecida a 600 °C por uma hora. O
material foi resfriado em dessecador e pesado (P4). O teor de matéria organica total foi

calculado pela Equacao 19:

% Matéria Organica (MO) = (P35 - P,4) X (100- (P, - Py)) [Eq. 19]
4,0
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O calculo de (P; — P,), significa perda da umidade e (P; — P,), perda do total de sélidos

volateis.

3.9.2. Determinagé&o do Teor de Carbono Organico

Assumindo-se que 100 % de matéria organica contém aproximadamente 58 % de
carbono orgéanico, o resultado do teor de carbono organico foi obtido dividindo-se o teor de
matéria organica total, obtido no item anterior, pelo fator 1,724 de van Bemmelen, conforme a

Equacéo 20:

% Carbono Orgénico (CO) = % MO [Eq. 20]
1,724

3.9.3. Determinacéo do pH do solo

Para determinacéo da acidez, 5,0 g do solo seco ao ar e 75 mL de solucdo extratora de
acetato de célcio 0,5 mol L™ a pH 7,0 foram colocados em um erlenmeyer de 250 mL. Apds
agitacdo por 15 minutos e repouso por 16 horas, retirou-se uma aliquota de 25 mL do
sobrenadante e adicionou-se 5 gotas de fenolftaleina a 1% e determinou-se a quantidade de
H+AI por titulagdo com NaOH 0,025 mol L™. O pH foi medido em agua na proporcéo 1:2,5 (solo-

agua).

3.9.4. Estudo da Adsorcéo e Dessorcao de Agrotoxico s em Amostras de Solo

O estudo de adsorcdo e dessorcao foi feito somente para os agrotoxicos imazetapir,
imazaquim, nicossulfurom, clorimurom-etil e diflubenzurom, pois estes fazem parte de uma nova
geracdo de agrotoxicos e os dados de suas adsor¢fes em solos ainda sdo escassos na
literatura.

O comportamento de adsor¢gédo e dessor¢do do imazetapir, imazaquim, nicossulfurom,
clorimurom-etil e diflubenzurom foi estimado através do método de equilibrio em partigéo, cujo
procedimento se encontra descrito a seguir. %%

O solo foi pesado em tubos de centrifuga de 50 mL e a estes tubos foi adicionada uma

solugéo de CaCl, 0,01 mol L™ (para simular uma forca iénica similar a qual se encontra o solo
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em condi¢cdes naturais) %% contendo os agrotoxicos em vérias concentragdes, obtidas a
partir da solugéo estoque. As faixas de concentragdo dos agrotoxicos utilizadas neste estudo
foram definidas de forma que fossem amplas e procurou-se atingir a capacidade maxima de
adsorcao do solo. Para preparar as solucdes foi necessario considerar também a solubilidade
dos compostos em &gua. Dentre os agrotoxicos estudados, o diflubenzurom foi o Unico que
apresentou solubilidade muito baixa (0,08 mg L™) e por isso a sua concentracdo maxima foi de
5 ug mL™. Na Tabela 16 sdo mostradas as massas de solo, os volumes de solucdo de CaCl,
0,01 mol L™ e as concentraces dos agrotoxicos utilizadas nos experimentos. Somente para o

nicossulfurom foi utilizada uma massa maior devido a sua solubilidade em agua.

Tabela 16: Concentragfes dos agrotéxicos utilizadas nos experimentos de adsorgao e dessorcao.

. Massa de Volume 1
Agrotéxico CacCl, 0,01 Concentracdo ( pug mL™)
S0l0 (@) o (mL)
IMZE 3 15 15 25 5 75 10 15 20 30
IMZA 3 15 1,0 25 5 75 10 15 20 30
NICO 5 25 1,0 25 5 75 10 15 20 30
CLOR 3 15 05 10 25 50 75 10 15 20
DIFLU 3 15 03 05 075 10 15 25 3 5

Os tubos foram tampados e as solucbes foram agitadas durante 24 horas em agitador
orbital (200 rpm) a temperatura de 25 °C e depois centrifugadas por 15 min (5000 rpm). Foram
retiradas aliquotas do sobrenadante que foram injetadas diretamente no HPLC-DAD para a
quantificacdo dos agrotoxicos. Com o0s cromatogramas obtidos, foram calculadas as
concentracdes de agrotoxicos na solugdo em equilibrio com o solo (C,).

As isotermas de adsor¢do foram construidas relacionando a quantidade de agrotoxico
adsorvido com as suas respectivas concentracdes em equilibrio com o solo.

Para a determinacdo das isotermas de dessor¢ao foram adicionados as fra¢cdes do solo
15 mL de solucdo de CaCl, 0,01 mol L™, sem agrotdxico (no experimento do nicossulfurom
foram adicionados 25 mL para se manter a propor¢gdo de 5 mL de solugéo por grama de solo).
Os tubos foram fechados e as solucdes foram agitadas durante 24 horas em agitador orbital
(250 rpm), a temperatura de 25 °C e depois centrifugadas (5000 rpm) por 15 min. Foram ent&o

retiradas aliquotas do sobrenadante que foram injetadas diretamente no HPLC-DAD para a
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quantificacdo dos agrotoxicos. As isotermas de dessorcdo foram construidas relacionando a
quantidade de agrotoxico ainda remanescente no solo, ap6s o processo de dessorcdo, e as
concentra¢des em equilibrio com o solo.

O tempo de agitagao foi estabelecido em 24 horas para todos 0s experimentos, pois
verificou-se na literatura que este periodo era suficiente para que ocorresse o equilibrio solo-
solugéo contendo os agrotoxicos, para todos os agrotoxicos estudados

Para determinacdo das concentracdes em equilibrio com o solo foram construidas
curvas analiticas para cada um dos agrotoxicos estudados, em concentracdes indicadas na
Tabela 17.

Tabela 17: Concentracdes dos agrotoxicos utilizadas para a construgdo das curvas analiticas nos

experimentos de adsor¢céo e dessorcao.

Agrotoxico Concentragéo ( ug mL™)

Imazetapir 0,2 1 5 10 20 30
Imazaquim 0,1 05 5 10 20 30
Nicossulfurom 0,2 1 5 10 20 30
Clorimurom 0,1 0.3 1 5 10 20
Diflubenzurom 01 03 05 1 3 5

3.10. Validacdo dos Métodos Desenvolvidos

Foram validados dois métodos para a andlise de agua, variando-se as diretrizes de
validacé@o e o equipamento utilizado (HPLC-DAD ou LC-ESI-MS/MS). Para os dois métodos, a
técnica de extracdo utilizada foi a mesma (SPE). Em relacdo ao solo foram validados quatro
métodos de andlise, utilizando trés técnicas de extracdo e os dois equipamentos citados. Na
Tabela 18 € mostrada uma sintese dos métodos validados.

Os métodos desenvolvidos para a determinacdo dos agrotoxicos tanto em agua quanto
em solo foram validados pela obtencdo das seguintes figuras de mérito: limites de deteccéo e
de quantificacdo, curva analitica, linearidade, seletividade, precisdo (repetitividade e precisdo

intermediaria) e exatidao (recuperacao).
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Tabela 18: Técnicas de extracdo e analise cromatogréafica utilizadas na validacdo dos métodos de

determinacéo dos agrotdxicos em agua e solo.

Matriz N ° do método Tecnlca~de Tecnlcg_
extracéao cromatogréfica
1 MEC HPLC-DAD
2 BUS HPLC-DAD
Solo
3 MIC HPLC-DAD
4 MIC LC-ESI-MS/MS
. 5 SPE HPLC-DAD
Agua
6 SPE LC-ESI-MS/MS

Os parametros limite de deteccédo e limite de quantificagdo do instrumento (LDI e LQI)
foram determinados com base na relagdo sinal/ruido da linha de base de 3 e 10,
respectivamente. Para os métodos com detecgéo por arranjo de diodos (1 a 3 e 5), os valores
de LQI e LDI foram determinados injetando-se os padrdes dos agrotoxicos preparados em agua
destilada em concentracdes cada vez menores até a obtencdo de picos com altura de 3 e 10 X
0 ruido. Nestes casos, a determinacdo foi feita em agua destilada, pois verificou-se que néo
havia interferéncia da matriz nas analises. Para a determinac¢do do LQI e LDI no LC-ESI-MS/MS
as solucBes dos padrdes dos agrotoxicos foram preparadas em brancos de amostra e estas
foram comparadas a brancos de solvente, para verificar a ocorréncia do efeito de matriz.

As curvas para todos os métodos foram preparadas em solvente e plotadas em seis
diferentes concentracdes dos padrdes (em triplicata), em funcdo dos valores de LQI, como

mostrado na Tabela 19. A linearidade foi obtida pela regressao linear das curvas.

Tabela 19: Concentracdo dos agrotoxicos em funcdo de LQI, utilizados para a construcdo das curvas

analiticas.
N,O do Concentracdo dos pontos (x LQI) (ngmL ™)
método
1,2e3 0,8 1 2 3 5 12
4 0,5 1 2 3 5 12
5 1 2 3 5 10 15
6 0,5 0,8 1 15 2 3
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A exatiddo, em termos de recuperacgdo, foi determinada através da porcentagem de
agrotoxicos recuperada em niveis de fortificacdo pré-determinados. Para a determinacdo da
exatiddo dos métodos de 1 a 5 foram utilizados trés niveis de fortificacdo, de 1 x, 2 x e 10 X 0
LQM @) A exatiddo do método 6 foi determinada como recomendado pelos guias de validac&o
de métodos de anélise de agrotéxicos, da ANVISA 2 e da SANCO ™Y, utilizando-se apenas
dois niveis de fortificacdo. O primeiro foi o préprio LQM e o segundo, o LMR dos agrotdxicos em
agua, de 0,1 ng mL™. A porcentagem de agrotéxicos recuperada (R) foi calculada através

Equacéo 17:
_C
R (%) = 6x 100 [Eq. 17]

onde:
C, = Concentracdo inicial do agrotéxico antes da extragédo

C, = Concentracdo do agrotoxico apds a extragdo

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade e precisdo intermediaria. Para os
métodos de 1 a 5, a repetitividade foi determinada em um mesmo dia e consistiu de trés séries
de trés replicatas de cada um dos niveis de concentracao (1x, 2x, 10x o LQM). A repetitividade
do método 6 também foi determinada em um mesmo dia e consistiu de duas séries de cinco
replicatas de cada um dos niveis de concentracdo (LQM e LMR). A extracdo de cada um dos
niveis de fortificacdo foi realizada em conjunto com brancos das amostras para certificacdo da
integridade dos dados obtidos. A precisdo intermediaria dos métodos 1 a 5 foi calculada com
trés replicatas nas trés concentracdes (1x, 2x, 10x o LQM), em trés dias diferentes. Para o
método 6, a preciséo intermediaria foi calculada com trés replicatas nas concentracdes de LQM
e LMR, em trés dias consecutivos. A repetitividade (em um mesmo dia) e a precisdo
intermediaria (em dias diferentes) foram expressas pelo coeficiente de variagdo (CV) de trés

medidas de recuperagéo dos analitos, utilizando a Equagéo 18:

CV (%) = estimativa do desvio padr&o absoluto x 100 [Eq. 18]
recuperacao média
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onde:

estimativa do desvio padrédo absoluto = [Z (x; — X)? / n-1]"2,
n = 0 numero total de medidas,

X; = 0 valor medido,

Xm = a média das medidas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizacao dos Procedimentos de Extracdo dos A grotoxicos do Solo

As condi¢Oes utilizadas em cada uma das extracdes: MEC - Extracdo por agitacao
mecéanica, BUS - Extracdo por banho ultrassénico, MIC - Micro-ondas caseiro e Mind - Micro-
ondas industrial, estdo descritas no item 3.6.1. As recuperagdes obtidas empregando cada uma

das técnicas de extracdo estdo mostradas na Tabela 20.

Tabela 20: Recuperacdes e suas respectivas estimativas de desvio padrao (s) obtidas com as quatro

técnicas de extragdo dos agrotoxicos do solo com concentracéo de 500 ng g'1

Recuperagdes + s(%)

Agrotoxicos

MEC BUS MIC Mind
Imazetapir 92+6 84 +8 8614 8517
Nicossulfurom 972 112 +6 112 +4 98+3
Imazaquim 104 +3 111 +4 95+4 81+9
Carbofuram 95+5 781 853 957
Atrazina 95+7 108 £5 82+9 985
Linurom 97 +10 87+11 812 888
Clorimurom 111 +3 98+3 1105 104 +8
Diflubenzurom 874 101 +£10 87+4 96 +2

Em todos os tipos de extracdo testados foram obtidos valores de recuperacao para os
agrotoxicos estudados na faixa aceitavel de 70 a 120 % V. Aplicando o teste F, ao nivel de
significancia de 5 %, estatisticamente, ndo ha diferenca significativa entre os valores obtidos. A
guantidade e o tipo de solventes utilizados foram similares nos quatro tipos de extracdo. Nas
extracbes MEC e BUS foi necessario pelo menos uma hora de contato entre os solventes e o
solo para se obterem recuperacfbes adequadas. Com as extracbes MIC e Mind, o tempo foi
extremamente reduzido, apenas 2 min de extracdo, resultando também em recuperagfes

aceitaveis.

74



Tese de Doutorado Lais Sayuri Ribeiro de Morais

4.2. Validacdo dos Métodos por HPLC-DAD para Determ inacdo dos Agrotoxicos

no Solo

Na Figura 12 sdo mostrados os cromatogramas dos extratos de brancos de solo e de
amostras de solo fortificadas com os padrbes dos agrotéxicos antes dos procedimentos de

extracdo por MEC, BUS e MIC, respectivamente. O formato dos picos ¢é atribuido ao gradiente.
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Figura 12: Cromatogramas obtidos para (a) brancos do solo e (b) amostras de solo fortificadas com os
padrdes dos agrotoxicos na concentracdo de 1x LQM, extraidos por: MEC - Extracdo por agitacao
mecéanica; BUS - Extragcdo por banho ultrassdnico e MIC - Micro-ondas caseiro e analisados por HPLC-
DAD. Identificacdo dos picos: (1) Imazetapir, (2) Nicossulfurom, (3) Imazaquim, (4) Carbofuram, (5)
Atrazina, (6) Linurom, (7) Clorimurom-etil e (8) Diflubenzurom. Condi¢cdes cromatograficas: coluna
analitica Novapak, C18, 150 x 3,9 mm e coluna de guarda, C18, 2,0 x 3,9 mm, 4 um, Waters. Vazao: 0,8
mL min™, eluicdo por gradiente com FM acetonitrila:H,O pH=3 (H3PO,); volume de injecdo: 10 pL;
detecgdo: UV, 220 nm. Programacéo do gradiente: 20 % de acetonitrila por 2 min, de 2 a 8 min a
acetonitrila aumentou linearmente até 50 % e foi mantida durante 7 min. Mudou-se linearmente para 70 %
de acetonitrila durante 5 min. Em seguida, voltou a composicéo inicial (20 % de acetonitrila) durante 5

minutos, mantendo-a constante por 5 minutos.

75



Tese de Doutorado Lais Sayuri Ribeiro de Morais

A seletividade do método foi avaliada através da comparagdo entre os cromatogramas
obtidos para cada um dos agrotéxicos no seu comprimento de onda de méaxima absor¢édo, Amax

(Figura 13), no qual pode-se verificar a auséncia de interferentes no tr dos agrotoxicos.
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Figura 13: Espetros de absor¢do no UV dos agrotoxicos.
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A seletividade foi verificada também através da andlise de pureza dos picos em trés
pontos: inicio, apice e final do pico. Os espectros de UV obtidos nestes trés pontos foram iguais
aos espectros dos padrdes dos agrotoxicos mostrados na Figura 13.

No desenvolvimento de um método de analise de residuos de agrotoxicos, variaveis
como a técnica de extragdo, o nivel de concentragdo dos analitos e o tipo de detector utilizado,
dentre outras, sédo otimizadas ou determinadas visando a obtenc&o de valores de LQM cada
vez menores. O objetivo principal nesta busca € que estes valores estejam abaixo dos LMR
estabelecidos pela legislacdo vigente. Atualmente, ha LMR estabelecidos para alguns
agrotoxicos utilizados em matrizes como agua, frutas e vegetais. Nesta gama de matrizes, o
solo deve ser considerado como um caso a parte, pois suas propriedades e caracteristicas
quimicas variam muito com a regido, as condi¢cfes climaticas em que esté inserido e o tipo de
plantacdo para o qual € utilizado. Dessa forma, ndo foram encontrados, em nenhuma legislacao
nacional ou internacional, os limites maximos para os agrotoxicos em solo, por isso os valores
de dose aplicada (d.a.) foram utilizados como base para a determinacdo dos LQM para andlises
de agrotoxicos no solo.

As extracoes foram feitas partindo-se de 5 g de solo, que foram concentrados a 500 pL,
resultando em um fator de concentracdo de 10. Os valores de LQM para cada agrotoxico foram
calculados com base neste fator de concentracdo. Os resultados de LDI, LQI, LDM e LQM,

assim como as concentracdes da dose de aplicacdo, estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Limites de deteccdo e quantificacdo do instrumento (LDI e LQI) e do método (LDM e LQM)
obtidos para os agrotéxicos em solo empregando HPLC-DAD e a concentracdo da dose de aplicagédo
(d.a).

Agrotéxico LDI B LQI R LDI\{Il LQI\{I1 Conc. q.a.
(hg mL™) (ng mL™) (ng g7) (ng g”) (ng g7)

Imazetapir 57 200 5,7 20 31
Nicossulfurom 35 100 3,5 10 16,1
Imazaquim 12 36 1,2 3,6 41
Carbofuram 35 150 3,5 15 438
Atrazina 6 30 0,6 3 659
Linurom 8 40 0,8 4 322
Clorimurom 38 100 3,8 10 15
Diflubenzurom 41 100 4,1 10 13,2
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Na Tabela 21, observa-se que os valores de LQM encontram-se abaixo dos valores de

d.a. para todos os agrotoxicos
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Figura 14: Curvas analiticas dos agrotéxicos nas concentragfes de 0,8, 1, 2, 3, 5 e 12x o LQI, obtidas

para o estudo do solo empregando HPLC-DAD.
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Na Figura 14 sdo mostradas as curvas analiticas construidas para cada um dos padrdes
dos agrotoxicos.
Os parametros de regresséo linear, os coeficiente de correlagéo (r) e os intervalos de

linearidade das curvas estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22: Parametros de regresséo linear, coeficientes de correlagéo (r) e intervalos de linearidade das

curvas obtidas para os agrotéxicos em solo empregando HPLC-DAD.

Curva Analitica Intervalo de

Agrotoxico Linearidade
a (intercepto) b (inclinacédo) r (ng mL™)

Imazetapir -569 24,7 0,9998 160 - 2400
Nicossulfurom 243 18,9 0,9997 80 - 1200
Imazaquim -732 83 0,9997 28 - 420

Carbofuram -878 23,4 0,9999 120 - 1800
Atrazina -504 101,12 0,9999 24 - 360
Linurom -160 49,7 0,9998 32 -480
Clorimurom -719 32,1 0,9997 80 - 1200
Diflubenzurom -172 28 0,9998 80 - 1200

O parametro r permite estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de
1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao calculados. Um coeficiente de correlacdo igual ou maior que 0,999 é
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo “*®. A
ANVISA recomenda um coeficiente de correlacéo igual a 0,99 “®). Os resultados obtidos estdo
de acordo com esse requisito.

Na avaliacdo da linearidade de uma curva, o valor do coeficiente a (intercepto) deve ser
observado, pois este deve representar apenas uma pequena porcentagem da resposta obtida
para o analito no nivel avaliado **%. Os valores absolutos do coeficiente a, foram relativamente
altos para alguns dos agrotéxicos, e por isso a linearidade da curva foi avaliada também através
do gréafico de residuos. Os residuos representam a diferenca entre a concentracdo nominal,
obtida através da curva e a concentracdo média obtida, em porcentagem.

Para cada uma das curvas obtidas em todos os procedimentos de validacdo deste
trabalho foram construidos os graficos de residuos versus a concentracdo nominal e obteve-se
uma distribuicdo aleatdria entre os valores positivos e negativos, sem nenhuma tendéncia ou

padrdo, confirmando a linearidade ™*7**%5Y Na Figura 15, sd0 mostrados os graficos de
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residuos obtidos para as curvas dos agrotoxicos na validacdo do metodo de determinacdo em
solo empregando HPLC-DAD, como exemplos de todos os que foram obtidos neste trabalho.

A Tabela 23 mostra os valores de recuperagéo obtidos em um mesmo dia e em trés dias
diferentes, e os valores de CV dos dois experimentos que representam a repetitividade e
precisao intermediaria do método desenvolvido.

Com as trés técnicas de extracdo foram obtidos valores adequados de recuperacédo para
os agrotoxicos estudados, uma vez que se encontraram na faixa aceitavel de 70 a 120 % ™.
As recuperacoes obtidas em um mesmo dia variaram na faixa de 76 a 112 % e as obtidas em
dias diferentes variaram de 77 a 111 %. Com apenas 2 min de extracdo assistida por micro-
ondas caseiro foram obtidas recuperacdes de 83 a 112 %. Os resultados de repetitividade
mostraram boa preciséo para os trés tipos de extracédo, sendo que todos os valores de CV (0,2 -

(128 Foram obtidos resultados

10,2 %) ficaram abaixo do limite recomendado de 15 %
aceitaveis também nos testes de precisao intermediaria, nos quais os valores de CV variaram
de 0,3 a 11,7 %.

A extracdo por micro-ondas caseiro mostrou-se uma Otima alternativa em relacédo as
outras técnicas testadas, entretanto, ao se trabalhar com um micro-ondas caseiro algumas
precaucbes devem ser tomadas, pois estes equipamentos ndo apresentam dispositivos de
seguranca para o controle da pressdo e da temperatura como os micro-ondas industriais. Para
a extragdo foi utilizado uma mistura de solventes polares (agua) e com polaridade média
(acetato de etila). Os solventes polares absorvem as micro-ondas e com isso promovem a
extracdo dos analitos da amostra. Os solventes menos polares absorvem menos ou quase ndo
absorvem as micro-ondas e por isso sua funcdo é abrandar a absor¢do da micro-ondas pela
amostra, de forma que esta seja lenta e gradual, para evitar a degradacdo da amostra e dos
analitos e também para evitar um aumento muito rapido da temperatura e da presséo dentro do
forno. O tempo e a poténcia do forno utilizados na otimizacdo do procedimento de extracdo
foram os menores possiveis, 2 minutos e 200 W, também visando o controle da temperatura e
presséo do forno. Matrizes com analitos dificeis de serem extraidos, que demandem um tempo

alto de extracao nao devem ser extraidas por micro-ondas caseiro.
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Figura 15: Graficos de residuos das curvas do imazaquim e da atrazina.
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Tabela 23: Recuperacfes (n=3) e precisdo (repetitividade, n=3, e precisao intermediaria, n=3) para 0s
agrotoxicos extraidos do solo com as técnicas de extragdo: agitagdo mecanica (MEC), banho ultrassdnico
(BUS) e micro-ondas caseiro (MIC), empregando HPLC-DAD. Niveis de fortificacdo: F1 (1x LQM), F2 (2x
LQM), F3 (10x LQM).

Recuperacgéo ® Repetitividade Recuperacéo ” interFl;rzgliZ?i(; cV
i 0, 0, 0,
Agrot. Tipo de (%) CV (%) (%) %)

extracao
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3

MEC 91 93 97 79 41 14 90 95 105 37 78 6,7
IMZE BUS 83 98 105 10,2 3,9 6,7 82 106 111 50 78 23
MIC 105 105 112 15 24 0,2 105 101 111 23 40 19

MEC 94 97 99 59 57 15 97 89 98 11,7 88 6,1
NICO BUS 91 85 94 64 33 20 92 93 100 74 78 53
MIC 101 85 106 46 4 34 9% 87 102 44 42 56

MEC 88 84 100 28 4 26 91 81 104 39 53 35
IMZA BUS 98 82 82 71 41 20 90 88 85 54 40 34
MIC 103 95 101 34 44 10 103 93 102 19 40 03

MEC 778 76 97 38 33 31 89 77 100 53 35 3
CARBO BUS 91 100 83 60 87 15 95 94 82 81 28
MIC 97 95 103 50 44 11 93 93 105 37 49 25

MEC 102 102 102 6,2 38 28 106 102 106 42 48 1,2
ATRAZ BUS 108 103 94 62 59 34 109 100 99 47 26 6,2
MIC 107 96 100 45 3,7 11 110 105 103 40 3,7 3

MEC 86 88 93 65 15 11 87 92 89 60 81 44
LINU BUS 88 87 111 37 20 27 88 86 108 23 09 4.2
MIC 92 101 95 27 14 17 95 96 96 34 47 19

MEC 81 83 82 13 2 03 82 93 84 41 11 3,5
CLOR BUS 95 105 104 57 2,7 3 94 104 101 04 49 31
MIC 101 102 85 42 22 25 99 99 86 31 29 13

MEC 93 96 112 99 24 3.2 89 96 107 50 7,2 86
DIFLU BUS 90 82 105 47 23 24 89 82 101 70 35 33
MIC 83 104 90 41 15 29 87 98 92 46 35 22

% Média das recuperacdes obtidas em um mesmo dia
® Média das recuperacdes obtidas em trés dias diferentes
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4.3. Validacdo dos Meétodos por LC-ESI-MS/MS para De terminacdo dos
Agrotoxicos no Solo.

Na Figura 16 sdo mostrados os cromatogramas dos ions de quantificagdo dos
agrotoxicos preparados em brancos de amostras nas concentragdes de 5 ng mL™. O efeito de
matriz foi avaliado através da comparagdo destes cromatogramas com os obtidos para os
padrbes dos analitos em solvente (acetonitrila), nas mesmas concentracdes. Os tempos de
retencdo e area dos picos foram semelhantes, ndo sendo verificada dessa forma, a ocorréncia
de efeito de matriz.

Nos cromatogramas desta figura aparecem varios picos, que sdo devido ao ruido do
equipamento, o qual foi bem visivel, devido & baixa concentracdo dos agrotoxicos. Entretanto,
pode-se observar que mesmo nesta concentracdo baixa todos os agrotoxicos apresentaram
sinal pelo menos 10 vezes maior que o ruido. No caso do nicossulfurom este valor pode ser
considerado como sendo o0 menor valor no qual este agrotéxico pode ser quantificado com
seguranca. No caso da atrazina, uma concentracdo menor ainda resultaria em um sinal 10
vezes maior que o ruido. Entretanto, optou-se por estabelecer um Unico valor de LQI para o
conjunto de agrotéxicos, com o0 objetivo de facilitar o procedimento no laboratério durante a
etapa de validacdo do método.

Os valores de LDI e LQI foram estabelecidos em 3 e 10 ng mL™?, respectivamente, e a
concentragéio de 5 ng mL™ foi utilizada como o primeiro ponto da curva.

As extracoes foram feitas partindo-se de 5 g de solo, que foram concentrados a 500 pL,
resultando em um fator de concentracdo de 10 vezes. Os valores de LDM e LQM dos
agrotoxicos foram calculados com base neste fator de concentracdo e resultaram na
concentracdo de 0,3 ng mLe 1 ng mL™, respectivamente.

Os LQM obtidos com o uso da LC-ESI-MS/MS para todos os agrotoxicos foram
menores que os obtidos por HPLC-DAD, mostrados na Tabela 21. Com ambos os métodos foi
possivel a obtencdo de valores de LQM menores que a concentracdo da dose aplicada para

todos os agrotoxicos.
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Figura 16: Cromatogramas obtidos para o branco do solo fortificado na concentragdo de 5 ng mL* com
0s agrotoxicos apOs a extracdo por MIC, empregando LC-ESI-MS/MS. CondicGes cromatogréaficas:
coluna analitica Novapak, C18, 150 x 3,9 mm e coluna de guarda C18, 2,0 x 3,9 mm, 4 pm, Waters.
Vaz&o: 0,7 mL min™, eluicdo por gradiente com FM acetonitrila:H,O, 1 % de acido acético; volume de
injecdo: 10 uL. Programacédo do gradiente: 60 % de acetonitrila por 2 min, de 2 a 6 min a acetonitrila
aumentou linearmente até 90 %. Em seguida, voltou a composicao inicial (60% de acetonitrila) de 6 a 10

min, mantendo-a constante por 5 minutos.

Na Figura 17 sdo mostradas as curvas analiticas construidas para cada um dos padrdes
dos agrotoxicos
Os parametros de regressdao linear, os coeficientes de correlacdo (r) e os intervalos de

linearidade das curvas estdo apresentados na Tabela 24.
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Tabela 24: Parametros de regressao linear, coeficientes de correlacdo (r) e intervalos de linearidades

das curvas obtidas para os agrotéxicos em solo empregando LC-ESI-MS/MS.

Curva Analitica Intervalo de
Agrotoxico Linearidade
a (intercepto) b (inclinac&o) r (ng mL™)

Nicossulfurom 10,78 11,8 0,9995 5-120
Imazaquim 6,76 10,3 0,9998 5-120
Imazetapir -0,28 2,05 0,9996 5-120
Carbofuram -5,44 7,94 0,9998 5-120
Atrazina -13,5 31,95 0,9995 5-120
Clorimurom -3,39 9,6 0,9998 5-120
Linurom -4,78 5,85 0,9998 5-120
Diflubenzurom -1,18 5,98 0,9997 5-120

Os coeficientes de correlacdo foram maiores que 0,999 e as curvas mostraram um bom
intervalo de linearidade. As concentracfes utilizadas para a obtencéo das curvas por LC-ESI-
MS/MS foram bem menores que as utilizadas no desenvolvimento do método por HPLC-DAD
(Tabela 22). A utilizacdo de concentracBes menores resultou em curvas com valores de
intercepto (a) menores também. Os graficos de residuos mostraram uma distribuicdo aleatéria
entre os valores positivos e negativos, sem nenhuma tendéncia ou padrdo, confirmando a
linearidade.
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Figura 17: Curvas analiticas dos agrotoxicos, nas concentracdes de 0,5, 1, 2, 3, 5, 12x o LQI obtidas

para o estudo do solo, empregando LC-ESI-MS/MS.
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A Tabela 25 mostra os valores de recuperagdo obtidos em um mesmo dia e em trés dias
diferentes, e os valores de CV dos dois experimentos que representam a repetitividade e a

precisdo intermediaria do método desenvolvido, respectivamente.

Tabela 25: Recuperacfes (n=3) e precisao (repetitividade, n=3, e precisao intermediaria, n=3) para 0s
agrotoxicos extraidos do solo através da MIC e analisados por LC-ESI-MS/MS; niveis de fortificacdo: F1
(1x LQM), F2 (2x LQM), F3 (10x LQM).

Recuperacéo ? Repetitividade CV Recuperacéo ° interFr)T:ggliZ?i(; cvV
Agrot. (%) (%) () (%)

F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
NICO 97 98 99 53 3,7 44 101 101 99 44 57 45
IMZA 103 105 110 10,1 4,2 44 97 107 101 48 6,8 65
IMZE 89 98 87 86 92 25 93 106 83 12,1 76 57
CARBO 103 99 107 10,7 58 15 95 102 105 97 99 13
ATRAZ 102 104 106 45 46 20 98 102 104 5 49 14
CLOR 90 81 83 86 39 10 106 85 97 6,4 1,2 39
LINU 92 104 101 91 7,2 27 91 99 102 76 56 20
DIFLU 97 93 109 53 59 35 105 98 108 76 52 15

% Média das recuperacdes obtidas em um mesmo dia
® Média das recuperacdes obtidas em trés dias diferentes

Foram obtidos valores adequados de recuperacdo para 0s agrotoxicos estudados, uma
vez que se encontraram na faixa aceitavel de 70 a 120 % Y. Os valores de recuperacéo
obtidos em um mesmo dia para os trés niveis variaram de 81 a 110 % e ficaram dentro da faixa
aceitavel. As recuperacgdes em dias diferentes variaram de 83 a 108 %. O limite aceitavel para o
coeficiente de variacdo é de 15 % “*® e os resultados de repetitividade mostraram boa
precisédo, com valores de CV de 1,0 a 10,7 % (n=3), o mesmo ocorrendo para a precisdo
intermediaria, 1,2 a 9,9 %.

O método validado foi utilizado para a quantificagdo dos agrotoxicos em amostras de

solo provenientes de lavouras de soja de Goiania, GO e Selbach, RS (Tabela 9).
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4.4. Determinagdo das Propriedades Quimicas do Solo  da Regiéo de Mineiros/GO.

Na Tabela 26 sdo mostradas algumas caracteristicas quimicas do solo estudado.

Tabela 26: Propriedades quimicas do solo estudado

pH em agua

(12 5) Al 203 F6203

CO (%) MO (%)

0,49 0,85 5,4 1,48 1,18

O solo estudado apresentou baixa acidez e baixo teor de MO. Os valores de pH, MO, e
Fe,0; determinados foram similares aos descritos na literatura para este mesmo tipo de solo

(Neossolo Quartzarénico) em estudos conduzidos em territério nacional. (651®)

4.5. Estudo de Adsorcdo e Dessorcdo do Imazetapir e do Imazaquim em

Amostras de Solo

Os estudos de adsorcéo e dessorcdo do imazetapir e imazaquim foram agrupados em
um mesmo item por se tratarem de duas moléculas que apresentam muitas semelhancas entre
si. Ambas apresentam carater anfotero devido a presenca de grupos funcionais acidos e
béasicos e sua adsorcéo vai depender do pH do solo. %67

Nas Figuras 18 e 19 sdo apresentadas as isotermas de adsorcdo e dessorcdo do
imazetapir e do imazaquim, respectivamente.

As relacdes entre as concentracdes de agrotoxico em solucdo e na fase sdlida foram
descritas pela equacéo de Freundlich (Eq. 4). Esta equacao foi usada na forma logaritmica (Eq.
5), linearizando a curva da isoterma de Freundlich, como pode ser observado na Figura 20 para

a obtencao dos valores de K; e 1/n, que sdo os coeficientes da equagédo da curva linearizada.
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89



Tese de Doutorado Lais Sayuri Ribeiro de Morais

Os valores dos coeficientes de Freundlich, K; e 1/n, determinados pela forma logaritmica
da Equacéo 4, os valores do coeficiente de distribuicdo Ky e os coeficientes de correlacdo (r)

sao mostrados na Tabela 27.

Tabela 27: Valores dos coeficientes de Freundlich, K; e 1/n, do coeficiente de correlagéo (r) e de Kq para

0 imazetapir e imazaquim.

Agrotdxico Processo r Iogreg%rr:;(?a) 1/n (mll_( ;] 1) (mLK ‘é 1)

Imazetapir Adsorcéo 0,98 0,99 0,94 15 1,2
Dessorcdo 0,98 0,99 1 3,2 3,3

Imazaquim Adsorcéo 0,98 0,99 0,92 1,8 15
Dessorcdo 0,98 0,99 0,95 8,9 8,4

O modelo de Freundlich apresentou ajuste aos dados, constatado pelos valores de r, de
0,99 em todos os experimentos.

Os valores de K; obtidos nos experimentos de adsorcado indicaram que ocorreu adsor¢cao
dos dois agrotoxicos no solo estudado, entretanto esta adsorcao foi baixa.

Em solos com pH menores que os pKa 2,1 e 1,8, o nitrogénio das duas moléculas pode
estar protonado, resultando em moléculas com carga positiva, suscetiveis a uma ligacdo
catibnica com as cargas negativas da matéria humica do solo. Entretanto, o pH do solo
estudado foi de 5,4, maior que os valores de pKa do grupo carboxila ionizavel do imazetapir e
do imazaquim, (de 3,9 e 3,8, respectivamente). Portanto, no pH do solo, ambos compostos
devem existir predominantemente na forma anibnica (-COQ’) e, consequentemente, séo
repelidos pelas cargas negativas da MO do solo, contribuindo para uma baixa adsorcédo destes
compostos no solo. A medida que o valor do pH se aproxima e se iguala a este pKa, a
concentracdo da forma ndo ionizada (-COOH) passa a ser igual a da forma anibnica e a
molécula pode exibir uma interacao fraca com o solo devida as forcas de van der Waals, tipica
de herbicidas ndo-ibnicos. No valor de pH 5,4, pode-se estimar a presenca de uma quantidade
baixissima de moléculas dos dois agrotoxicos na forma néo-ionizada que contribuiu um pouco
para a adsorcéo.

O solo estudado apresentou baixo teor de MO (0,85 %) e nesta condicdo, a fracédo

mineral ndo esta completamente recoberta pelas substancias humicas e pode contribuir para o
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processo de adsor¢cdo. Como pode ser visto na Tabela 26, o solo estudado apresentou uma
porcentagem consideravel de 6xidos de ferro e aluminio. No pH do solo estudado (5,4) estes
oxidos estdo com cargas positivas podendo adsorver as formas anidnicas dos dois compostos,
explicando a ocorréncia de adsorc¢éo.

Apesar da similaridade entre as estruturas dos dois agrotoxicos, o K; de dessorgdo do
imazaquim foi muito maior que o do imazetapir. Esta diferenca pode ser explicada
considerando-se a solubilidade dos dois compostos na solugdo de equilibrio. O imazetapir
apresenta solubilidade igual a 1400 pg mL?, e é classificado como muito solivel em agua.
Dessa forma, uma boa parte dele dessorveu ao entrar em contato com a solucdo aquosa no
experimento de dessorcdo. O imazaquim, por sua vez, € considerado pouco soltvel (60 ug mL’
) e se manteve adsorvido no solo por meio de fortes interacdes eletrostaticas com os 6xidos
metalicos carregados positivamente.

Nas Tabelas 28 e 29 sdo mostrados os valores de concentracdo e as porcentagens do
imazetapir e imazaquim, respectivamente, adicionados inicialmente ao solo e os valores obtidos
durante os experimentos de adsorcéo e dessorcao.

Os valores obtidos no experimento de adsorcdo mostraram que, em média, somente 21
% do imazetapir aplicado adsorveu no solo (Cs1) (Tabela 28). Mais da metade desta quantidade
adsorvida (13 % de C,), dessorveu no experimento de dessor¢édo e retornou para a solugéo,
confirmando a baixa afinidade do imazetapir pelo solo. De modo geral, ao ser aplicado em uma
plantacdo, uma parte do imazetapir ira atingir o alvo e a outra ird se depositar no solo. Desta
quantidade depositada (C,), apenas 8 % (C,2) ficara adsorvida permanentemente no solo e os
92 % restantes (C.1 + C¢2) podem ter diversos destinos, sendo que um deles é o lixiviamento
para outras camadas do solo e até para o lencol freético.

Na Tabela 29 pode-se observar que a porcentagem de adsor¢do do imazaquim no solo
foi similar a do imazetapir, 23 %. A diferenca ocorreu no experimento de dessor¢cédo, no qual
apenas 8 % do imazaquim voltou para solucdo. Em relacdo a quantidade inicial aplicada ao solo
(Cp), apenas 15 % do imazaquim ira permanecer no solo, enquanto que o restante (85 %) ficara
disponivel para se movimentar.

Os valores de 1/n obtidos em todos os experimentos foram préximos de 1, desta forma
Ky foi estimado como sendo a inclinacdo das isotermas de adsorcdo e dessorcdo. Com 0s
valores de Ky foram calculados os valores de K,.. Apesar da baixa porcentagem de carbono
organico (0,49 %), o F,. calculado foi maior que 0,001 e a Equacao 6 pode ser utilizada para o

calculo de K,.. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 30.
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Tabela 28: Valores de concentracdo e de porcentagens do imazetapir obtidos nos experimentos de

adsorcao e dessorcao.

Adsorcédo ( ug mL™) Dessorcéo ( ug mL ™)

Co Cel Csl Csl Ce2 Cs2
15 1,15 0,35 0,35 0,22 0,13
2,5 1,99 0,51 0,51 0,31 0,20
5 4,02 0,98 0,98 0,60 0,37
7,5 6,00 1,50 1,50 0,91 0,59
10 7,95 2,05 2,05 1,31 0,74
15 11,83 3,17 3,17 1,84 1,33
20 16,13 3,87 3,87 2,38 1,50
30 24,16 5,84 5,84 3,56 2,28
100 % 79 % 21 % 21 % 13 % 8 %

Tabela 29: Valores de concentracdo e de porcentagens do imazaquim obtidos nos experimentos de

adsorcao e dessorcao.

Adsorcédo ( ug mL™) Dessorcéo ( ug mL™)

Cp Cel Csl Csl Ce2 Cs2
1 0,73 0,27 0,27 0,10 0,17
2,5 1,89 0,61 0,61 0,21 0,41
5 3,84 1,16 1,16 0,43 0,74
7,5 5,98 1,52 1,52 0,49 1,03
10 7,94 2,06 2,06 0,78 1,28
15 12,02 2,98 2,98 1,07 1,91
20 15,43 4,57 4,57 1,71 2,87
30 23,22 6,78 6,78 2,47 4,31
100 % 77 % 23 % 23 % 8 % 15 %

C, = Concentrag&o de agrotoxico adicionada ao solo.

Ce1 = Concentracdo de agrotoxico na solu¢do em equilibrio com o solo.

Cs1 = Concentracéo do agrotéxico que se manteve no solo apds o experimento de adsorcdo (Cp-Cel).

Ce2 = Concentracdo de agrotdxico na solu¢éo em equilibrio com o solo (dessorvido no experimento de dessorgao).
Cs2 = Concentragéo do agrotéxico que se manteve no solo apos o experimento de dessor¢do (Cs1-Ce2).

Tabela 30: Valores dos coeficientes de K, e Ky, tempo de meia-vida e indice de GUS para o imazetapir e

0 imazaquim.

s . Kd KOC 1
Agrotoxico Processo ; ; t1, (dias GUS
g (mL g l) (mL g l) 1/2( )
Imazetapir Adsorgéo 1,2 245 90 3,14
Imazaquim Adsorcgéo 15 306 60 2,70
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Os valores de K, de 245 e 306 mL g obtidos para o imazetapir e imazaquim,
respectivamente, indicaram uma mobilidade média para os dois compostos, isto é, ambos
apresentam tendéncia de serem lixiviados entre as camadas do solo.

A mobilidade dos agrotoxicos € um fator importante no estudo de contaminacdo de
aguas subterrdneas. Entretanto, deve-se considerar também a persisténcia destes agrotéxicos
no solo que determinard quando estes serdo degradados durante o seu periodo de residéncia
nas camadas do solo proximas as aguas subterraneas, e este parametro é expresso pelo tempo
de meia-vida (t1,). Através dos valores de Ky e ty, foram calculados os indices de GUS para os
dois agrotéxicos. O parametro t;, ndo foi determinado neste estudo e também ndo foram
encontrados valores determinados em solos nacionais, por isso, adotaram-se valores
comumente utilizados na literatura. %6V
Como pode ser observado na Tabela 30, o valor de indice de GUS obtido para os

agrotoxicos foram maiores ou proximos de 2,8 , confirmando seu potencial de lixiviabilidade.

4.6. Estudo de Adsorcdo e Dessorcdo do Nicossulfuro  m, Clorimurom-etil e

Diflubenzurom em Amostras de Solo de Mineiros-GO

No estudo de adsor¢ao e dessor¢do do diflubenzurom utilizou-se uma faixa pequena de
concentragdes iniciais (C,), de 0,1 a 5 ug mL™, menor que a faixa utilizada para os outros
agrotoxicos, na sua maioria de 0,2 a 30 ug mL™. Isto foi devido a baixa solubilidade do
diflubenzurom em agua, que é de 0,08 mg L™ ™. Nas concentracdes utilizadas foi possivel
preparar todas as solugbes de forma que todo diflubenzurom dissolvesse e as solugbes
ficassem limpidas. Entretanto, nos valores de C, baixos, as solugbes de equilibrio (C.)
analisadas apos 24 h néo apresentaram o pico do diflubenzurom. Ja as solugbes de C,de 3 e 5
ug mL™, resultaram em cromatogramas com picos em concentracdes (C.) menores que a do
LQI, proximas ao LDI. Dois fatores contribuiram para este comportamento. O primeiro deles é a
baixa solubilidade deste composto em 4gua e a sua hidrofobicidade. Ao entrar em contato com
0 solo, o diflubenzurom pode ter permanecido entre suas particulas na forma sélida ou por
interacOes eletrostaticas dos atomos de flior da molécula com os metais dos 6xidos de ferro e
de aluminio. Desta forma, a probabilidade de ocorrer contaminacdo das aguas subterraneas
pelo diflubenzurom por meio de lixiviacdo é baixa.

Nas Figuras 21 e 22 podem ser visualizadas as isotermas de adsorcao e dessorcdo do

nicossulfurom e do clorimurom-etil, respectivamente.
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As relagBes entre as concentragfes de agrotoxico em solucéo e na fase solida foram

descritas pela equacéo de Freundlich (Eq. 4). Esta equagéo foi usada na forma logaritmica (Eq.
5), linearizando a curva da isoterma de Freundlich, como pode ser observado na Figura 23 para

a obtencao dos valores de K;e 1/n, que sdo os coeficientes da equagéo da curva linearizada.
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Os valores dos coeficientes de Freundlich, K; e 1/n, determinados pela forma logaritmica
da equacéo, os valores do coeficiente de distribuicdo K4 e os coeficientes de correlagéo (r), séo

mostrados na Tabela 31.

Tabela 31: Valores dos coeficientes de Freundlich, K; e 1/n, dos coeficientes de correlacdo (r) e de Ky

para o nicossulfurom e o clorimurom-etil.

Agrotoxico Processo r Iog:a?;%::ilga) 1/n (mll_< fg 1) (mI_K ‘é 1)
Nicossulfurom Adsorcdo 0,98 0,99 1,05 2,32 2,61
Dessorcdo 0,99 0,99 1,05 25,1 27,5
Clorimurom Adsorcdo 0,98 0,99 1 3,06 3
Dessorcdo 0,99 0,99 1,03 24,9 23,8

O modelo de Freundlich apresentou ajuste aos dados, constatado pelos valores obtidos
parar, de 0,99, para todos 0s experimentos.

As moléculas do nicossulfurom e clorimurom-etil apresentam carater levemente acido
com pKa de 4,6 e 4,2, respectivamente. Os valores de K; de adsor¢cdo mostrados na Tabela 31
indicaram que a adsor¢ao destes compostos no solo foi baixa, entretanto, foi maior que a
apresentada pelo imazetapir e imazaquim. Uma das razdes € que os valores de pKa do
nicossulfurom e clorimurom-etil sdo relativamente maiores e por isso no pH do solo estudado
(5,4) existem mais moléculas na forma nao ionizada para interagir com a MO do solo. Outra
justificativa € que as moléculas do nicossulfurom e clorimurom-etil apresentam dois grupos
aminas que, através do nitrogénio, podem complexar com os 6xidos de aluminio e de ferro da
fragdo mineral do solo

Os valores de K; de dessorcdo para os dois compostos indicaram que ambos
adsorveram fortemente ao solo e isto pode ser atribuido, como ja foi citado, a presenca dos
grupos amina das duas moléculas.

Nas Tabelas 32 e 33 sdo mostrados os valores de concentracdo e as porcentagens do
nicossulfurom e clorimurome-etil, respectivamente adicionados inicialmente ao solo e as obtidas

durante os experimentos de adsorcéo e dessorcao.
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Tabela 32: Valores de concentracdo e de porcentagens do nicossulfurom obtidos nos experimentos de

adsorcao e dessorcao.

Adsorcdo ( pug mL™) Dessorcéo ( ug mL™)

Co C.l Csl Csl C.2 Cs2
1 0,68 0,32 0,32 0,06 0,25
2,5 1,75 0,75 0,75 0,12 0,64
5 3,28 1,72 1,72 0,32 1,41
7,5 5,07 2,43 2,43 0,44 1,99
10 6,34 3,66 3,66 0,63 3,02
15 9,80 5,20 5,20 0,83 4,37
20 13,25 6,75 6,75 1,01 5,74
30 19,66 10,34 10,34 1,63 8,71
100% 66 % 34 % 34 % 6 % 28 %

Tabela 33: Valores de concentracdo e de porcentagens do clorimurom-etil obtidos nos experimentos de

adsorcao e dessorcao.

Adsorcéo (g mL™) Dessorgéo ( ug mL™)

Cp Cel Csl Csl Ce2 Cs2
0,5 0,31 0,19 0,19 0,04 0,15
1 0,64 0,36 0,36 0,07 0,30
2,5 1,52 0,98 0,98 0,15 0,82
5 3,30 1,70 1,70 0,29 1,41
7,5 4,59 2,91 2,91 0,49 2,42
10 5,98 4,02 4,02 0,70 3,32
15 9,19 5,81 5,81 0,94 4,87
20 12,63 7,37 7,37 1,31 6,06
100 % 62 % 38 % 38 % 7% 31 %

C, = Concentracdo de agrotoxico adicionada ao solo.

Ce1 = Concentracao de agrotoxico na solugdo em equilibrio com o solo.

Cs1 = Concentracéo do agrotoxico que se manteve no solo apds o experimento de adsorcdo (C,-Cel).

C<2 = Concentracao de agrotdxico na solugdo em equilibrio com o solo (dessorvido no experimento de dessorgao).
Cs2 = Concentragéo do agrotéxico que se manteve no solo ap6s o experimento de dessorgdo (Cs1-Ce2).

Os valores de porcentagem média de adsorcdo e dessorgao dos dois agrotoxicos foram
similares. Os valores obtidos no experimento de adsorcdo mostraram que em média, 36 % dos
dois agrotoxicos aplicados inicialmente (C,) adsorveu no solo. Deste valor, somente
aproximadamente 7 % dessorveu no experimento de dessorcdo. Isto significa que uma vez
aplicado em uma plantacdo, 31 % do nicossulfurom e do clorimurom-etil vao ficar retidos no

solo, enquanto que 0s 69 % restantes podem se movimentar no solo.
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Comparando-se os resultados de K; pode-se considerar que os agrotdxicos imazetapir,
imazaquim, nicossulfurom e clorimurom-etil apresentaram baixa afinidade pelo solo estudado.
No caso do imazetapir e imazaquim, esta afinidade é menor ainda e deduz, dessa forma que,
guase toda a quantidade aplicada estara disponivel para se movimentar no solo.

Os valores de 1/n obtidos em todos os experimentos foram proximos de 1, desta forma
Ky foi estimado como sendo a inclinagdo das isotermas de adsor¢cdo e dessorcdo. Com o0s
valores de K4 foram calculados os valores de K.

Na Tabela 34 encontram-se os valores dos coeficientes de Ky e Kq, tempo de meia-vida

e indice de GUS obtidos para o nicossulfurom e clorimurom-etil.

Tabela 34: Valores dos coeficientes de Ky e K., tempo de meia-vida e indice de GUS obtidos para o

nicossulfurom e clorimurom-etil.

;. Kd KOC 1
Agrotoxico Processo . . 12 (dias GUS
g (mL g 1) (mLg 1) 12 ( )
Nicossulfurom Adsorcéo 2,6 532 21 1,6
Clorimurom Adsorcéo 3,0 612 40 1,9

Segundo os valores de K., ambos agrotdxicos apresentam uma mobilidade razoavel,
entretanto, os valores de ty,, encontrados na literatura, indicam que os dois agrotoxicos
apresentam baixa persisténcia no solo. Isto significa que ambos tendem a se degradar
rapidamente, antes de terem a chance de se movimentar pelo solo. O indice de GUS de 1,6
indicou que o nicossulfurom apresenta baixa probabilidade de contaminar 4guas subterraneas
por meio do processo de lixiviacdo. Quanto ao clorimurom, o indice de GUS obtido para ele
indicou que seriam necessarios estudos mais aprofundados para uma definicdo mais precisa de
seu comportamento no solo, entretanto, como seu tempo de residéncia no solo é maior, ele
certamente deveria ser incluido em uma lista de compostos a serem monitorados na agua

subterranea da regido estudada.

4.7. Validacdo do Método de Determinacéo de Agrotox icos em Agua Empregando
HPLC-DAD

A seletividade foi avaliada através da comparacao dos extratos do branco da agua e da

amostra de agua fortificada com os padrdes dos agrotdxicos antes da extragdo, como mostrado
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nas Figuras 24a e 24b, respectivamente. Também foi verificada a seletividade através da

andlise de pureza dos picos, em trés pontos, inicio, apice e fim do pico. Este estudo comprovou

que o método desenvolvido é seletivo.

Resposta do Detector

(@)

10

15 20
t (min)

25

30

Resposta do Detector

(b)

t (min)

Figura 24: Cromatogramas obtidos para os extratos de: (a) branco da agua e (b) amostra de agua

fortificada com os agrotoxicos antes da extracdo: (1) Imazetapir, (2) Nicossulfurom, (3) Imazaquim, (4)

Carbofuram, (5) Atrazina, (6) Linurom, (7) Clorimurom-etil, (8) Diflubenzurom, empregando HPLC-DAD.

Condic¢des cromatograficas descritas na Figura 12.

Os resultados de LDI, LQI, LDM e LQM estéo apresentados na Tabela 35. As extracbes

partiram de 1 L de agua, que foram concentrados a 500 pL, resultando em um fator de

concentracao de 2000. Os valores de LQM para cada agrotéxico foram calculados com base

neste fator de concentracgéo.

Tabela 35: Limites de deteccdo e quantificacdo do instrumento (LDl e LQI) e do método (LDM e LQM)

para os agrotéxicos em agua empregando HPLC-DAD.

Agrotoxico LDI (ng mL™) LQI (ng mL™) LDM (ngmL?)  LQM (ng mL™)
Imazetapir 44 200 0,022 0,1
Nicossulfurom 22 100 0,011 0,05
Imazaquim 10 35 0,005 0,018
Carbofuram 40 150 0,020 0,075
Atrazina 4 30 0,002 0,015
Linurom 6 40 0,003 0,020
Clorimurom 20 100 0,010 0,050
Diflubenzurom 50 100 0,025 0,050
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A concentragdo méxima permitida de agrotoxicos em &agua potavel, estabelecido pela

CE é de 0,1 ng mL™ para cada agrotoxico individual e de 0,5 ng mL™ para a soma total de

agrotéxicos %V

valor, sendo portanto, aceitaveis.

. Os valores de LQM para todos os agrotoxicos estdo abaixo ou igual a este

Na Figura 25 sdo mostradas as curvas analiticas construidas para cada um dos padrdes

dos agrotoxicos.
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Figura 25: Curvas analiticas dos agrotoxicos nas concentracdes de 1, 2, 3, 5, 10 e 15 x o LQI, obtidas

para o estudo em agua empregando HPLC-DAD.
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Os parametros de regresséo linear, os coeficientes de correlacéo (r) e os intervalos de
linearidade das curvas estdo apresentados na Tabela 36.

As curvas analiticas mostraram um bom intervalo de linearidade, com coeficiente de
correlacdo maior que 0,999 para todos os agrotoxicos. Os graficos de residuos foram plotados
para cada uma das curvas e ndo apresentaram nenhuma tendéncia ou padrdo, confirmando a

linearidade. 147:150.151)

Tabela 36: Parametros de regresséo linear, coeficientes de correlacéo (r) e intervalos de linearidade das

curvas obtidas para os agrotéxicos em agua empregando HPLC-DAD.

Curva Analitica Intervalo de

Agrotoxico a o Linearidade
(intercepto) b (inclinagéo) r (ng mL™)

Imazetapir -4025 34 0,9997 200 - 3000

Nicossulfurom 684 19 0,9997 100 - 1500
Imazaquim -323 68 0,9999 35 - 540

Carbofuram -1287 20 0,9999 150 - 2250
Atrazina -1265 112 0,9999 30 - 450
Linurom -659 59 0,9999 40 - 600

Clorimurom -109 20 0,9999 100 - 1500

Diflubenzurom -740 33 0,9998 100 - 1500

A Tabela 37 mostra os valores de recuperagdo obtidos em um mesmo dia e em trés dias
diferentes, e os valores de CV dos dois experimentos que representam a repetitividade e a
precisdo intermediaria do método desenvolvido.

Os valores de recuperagdo obtidos em um mesmo dia nos trés niveis foram adequados,
pois variaram de 76 a 108 % e ficaram dentro da faixa aceitavel, de 70 a 120 % Y. As
recuperacoes entre dias, através da qual foi calculado a precisdo intermediaria, ficaram na faixa
de 78 a 108 %, sendo também aceitaveis. O limite aceitavel para o coeficiente de varia¢do é de
15 % 129 ¢ os resultados de repetitividade mostraram boa precisdo, com valores de CV de 0,5 a

6,5 % (n=3), 0 mesmo ocorrendo para a precisao intermediaria, 1,1 a 8,8 %.
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Tabela 37: Recuperacbes (n=3) e precisao (repetitividade, n=3, e precisdo intermediaria, n=3) para 0s
agrotoxicos em agua empregando HPLC-DAD; niveis de fortificacao: F1 (1x LQM), F2 (2x LQM), F3 (10x
LQM).

Recuperacéo ? Repetitividade Recuperacéo ° : Pregl.sla.o
(%) CV (%) (%) intermediaria CV
Agrot. (%)
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
IMZE 9% 79 84 27 38 05 97 82 84 21 31 22
NICO 101 98 108 65 41 08 99 93 107 24 76 2.2
IMZA 88 92 100 51 1,8 0,7 90 95 103 42 28 34

CARBO 9%5 76 78 12 12 1.2 97 78 80 29 31 27
ATRAZ 83 100 98 47 20 0,7 90 103 98 35 42 11

LINU 87 84 103 07 09 13 101 81 99 44 36 45
CLOR 90 95 106 33 06 0,6 96 102 108 57 50 38
DIFLU 100 104 108 41 11 038 100 107 107 88 28 20

% Média das recuperacdes obtidas em um mesmo dia
P Média das recuperacg@es obtidas em trés dias diferentes

O método validado foi utilizado para a quantificagdo dos agrotoxicos em amostras de
agua subterraneas coletadas em 12/2005; 03/2006; 06, 09 e 12/2007.

4.8. Validacdo do Método de Determinacdo de Agrotox icos em Agua Empregando
LC-ESI-MS/MS

Todos os compostos apresentaram ions [M+H]" ou [M+H] abundantes que foram
selecionados como ions precursores. Nao houve formagédo de adutos de sédio, potassio ou
mesmo amonia.

Os agrotéxicos imazetapir, imazaquim, nicossulfurom e clorimurom-etil apresentam
valores de pKa na faixa de 3,8 a 4,6. Em valores de pH neutro, estes compostos encontram-se
na forma ionizada e apresentam baixa retencdo em uma coluna C18. Desta forma, foi
necessario diminuir o pH com o objetivo de deixar estes compostos na forma molecular que
apresenta maior retencdo na coluna C18 e também para aumentar a separacdo de todos os
agrotoxicos. Isto provavelmente resultaria em perdas de ions pré-formados, o que deveria
diminuir a detectabilidade destes compostos no ESI-MS/MS. Por outro lado, uma resolucéo

maior entre 0s picos minimiza a competicdo entre os analitos durante o processo de ionizacao
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na interface ESI. A interferéncia da matriz € mais pronunciada, geralmente, no inicio da corrida
cromatogréfica, desta forma o ideal é que os analitos apresentem alguma retencdo na coluna.
A adicdo de acido na FM resultou em perda de ions pré-formados, entretanto houve ganho de

detectabilidade melhorando-se a resolu¢cdo e aumentando-se o tr, dessa forma, foi possivel

obter baixos valores de LDI e LQI.

Na Figura 26 sdo mostradas as curvas analiticas construidas para cada um dos padrées

dos agrotoxicos.
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Figura 26: Curvas analiticas dos agrotoxicos nas concentracdes de 1, 1,6, 2, 3, 4, 5x o LQI, obtidas para

o0 estudo da agua empregando LC-ESI-MS/MS.
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Os cromatogramas das solu¢des dos padrées dos agrotdxicos preparadas em brancos
da &gua foram comparadas com os cromatogramas de padrdes preparados em brancos de
solvente nas mesmas concentracfes e nao foi verificada a ocorréncia de efeitos de matriz.

Os valores de LDI e LQI foram estabelecidos em 1 e 10 ng mL™, respectivamente. As
extracdes partiram de 500 mL de 4gua, que foram concentrados a 500 pL, resultando em um
fator de concentragdo de 1000 vezes. Os valores de LDM e LQM dos agrotoxicos foram
calculados com base neste fator de concentracdo e resultaram nas concentracfes de 0,001 ng
mL™ e 0,01 ng mL™ que é 10 vezes menor que o LMR de agrotéxicos em agua potavel (0,1 ng
mL™). Estes valores foram apropriados para a validacdo do método de anélise dos agrotoxicos
utilizando a LC-ESI-MS/MS.

Os parametros de regressao linear, os coeficientes de correlacdo (r) e os
intervalos de linearidade das curvas analiticas construidas para cada um dos padrdes dos

agrotoxicos estao apresentados na Tabela 38.

Tabela 38: Parametros de regresséo linear, coeficientes de correlagéo (r) e intervalos de linearidade das

curvas obtidas para os agrotéxicos em agua empregando LC-ESI-MS/MS.

Curva Analitica Intervalo de

Agrotoxico a b (inclinacao) r Linearidglde
(intercepto) (ng mL™)

Nicossulfurom -3,59 2,36 0,9994 5-30
Imazaquim -6,6 13,2 0,9992 5-30
Imazetapir -4,29 11,7 0,9994 5-30
Carbofuram -5,44 8,9 0,9998 5-30
Atrazina 2,38 32,7 0,9994 5-30
Clorimurom -9,63 9,36 0,9998 5-30
Linurom -2,88 6,02 0,9997 5-30
Diflubenzurom -6,86 6,23 0,9994 5-30

Os coeficientes de correlagdo foram maiores que 0,999 e as curvas mostraram um bom
intervalo de linearidade, de uma ordem de magnitude. Os gréficos de residuos mostraram uma
distribuicdo aleatéria entre os valores positivos e negativos, sem nenhuma tendéncia ou padréo,

confirmando a linearidade.
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Tabela 39: Recuperacbes e precisdo (repetitividade, n=5, e precisdo intermediaria, n=3) para 0s
agrotoxicos em agua empregando LC-ESI-MS/MS; niveis de fortificagdo: F1 (1x LQM), F2 (100x LQM).

Recuperacéo ? Repetitividade Recuperacéo ” . Preci_s,é_o
(%) CV (%) (%) intermediaria CV
Agrot. (%)
F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2
NICO 98 97 7,0 54 98 94 9,6 10,7
IMZA 103 106 5,0 10,1 107 102 8,6 8,1
IMZE 99 90 10,0 7,8 93 96 5,6 54
CARBO 95 100 7,0 8,6 90 82 12,0 7,8
ATRAZ 103 105 5,0 7,4 97 93 11,2 12,3
CLOR 88 90 6,0 6,2 99 93 10,7 4,4
LINU 97 95 10,0 4,6 90 96 7,8 6,9
DIFLU 87 95 12,0 12,4 96 100 9,9 10,1

% Média das recuperacgdes obtidas em um mesmo dia
® Média das recuperac@es obtidas em trés dias diferentes

A Tabela 39 mostra os valores de recuperacao obtidos em um mesmo dia e em trés dias
diferentes em dois niveis de fortificagdo: o primeiro, na concentracdo do LQM, de 0,01 ng mL™ e
o segundo, na concentracdo do LMR, de 0,1 ng mL™. Os valores de CV dos dois experimentos
representam a repetitividade e a precisao intermediaria do método desenvolvido.

Os valores de recuperacdo nos dois niveis em um mesmo dia variaram de 87 a 106 % e
em dias diferentes, de 82 a 107 %, estando todos dentro da faixa aceitavel, de 70 a 120 % ®3V.
O limite aceitavel para o coeficiente de variacdo é de 15 % “*® e os resultados de repetitividade
mostraram boa precisdo, com valores de CV de 4,6 a 12,4 % (n=5), 0 mesmo ocorrendo para a
precisdo intermediaria, 4,4 a 12,3 % (n=3).

O método validado foi utilizado para a andlise dos agrotoxicos em 4guas subterrdneas
coletadas em 04/2009.

4.9. Aplicacdo dos Métodos Desenvolvidos e Validado s

4.9.1. Anélise de Amostras de Agua por HPLC-DAD
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Na Figura 27 estdo mostrados os cromatogramas de seis amostras coletadas em marco

dos anos de 2006 e de 2007, respectivamente, na profundidade de 1 m, nos pontos: Al - Trés

Irmaos, A2 - Holandia e A3 - Graulna.
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Figura 27: Cromatogramas de extratos de &aguas coletadas em marco de 2006 e de 2007,

respectivamente, na profundidade de 1 m, nos pontos: Al - Trés Irméos, A2 - Holandia e A3 - Gralna,

analisados por HPLC-DAD. Condi¢des cromatograficas descritas na Figura 12.
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Em uma analise por cromatografia liquida, variacdes na propor¢cdo ou no pH da fase
moével podem resultar em pequenas mudancas no tempo de retencdo (tgr) dos compostos no
cromatograma. Sendo assim, durante a analise das amostras de agua foi injetada também uma
solucdo contendo os padrbes dos agrotoxicos a fim de se confirmar o tr de cada um deles.
Quando o tg de um pico no cromatograma da amostra era 0 mesmo ou estava proximo ao tg de
algum dos padrBes de agrotoxicos, comparava-se entdo o0s espectros de absor¢cdo no UV
destes dois picos. Através da comparacao dos espectros de absor¢cdo no UV dos picos, nao foi
detectada a presenca de nenhum dos agrotoxicos estudados. Todas as amostras coletadas em
12/2005; 03/2006; 03, 06, 09 e 12/2007, descritas na Tabela 10 foram analisadas e em

nenhuma delas foi detectada a presenca dos agrotdxicos.

4.9.2. Analise de Amostras de Agua e Solo por LC-ES  |-MS/MS

A Tabela 40 mostra os resultados das analises de amostras de agua subterranea
coletadas em 04/2009 nos pontos Al, A2 e A3 (Tabela 10).

As extracBes partiram de 500 mL de &gua que foram concentradas a 500 L, resultando
em um fator de concentracdo de 1000 vezes. Desta forma, a concentracdo dos agrotdxicos
encontradas no equipamento foram divididas por 1000, a fim de se determinar a sua
concentracao inicial em 500 mL de amostra.

Para todos os analitos foram monitorados dois ions produtos, um para a quantificacao e
outro para confirmacgéo. A confirmacdo da presencga dos analitos so foi feita quando os picos
dos dois ions produtos apresentaram relacéo sinal/ruido maior ou igual a trés.

Ao reportar os resultados das concentracdes de uma andlise quantitativa, o guia da
AOAC *% recomenda que as concentracdes menores que o LDM sejam reportadas como
“zero” ou “ndo detectadas”, pois estatisticamente estes valores ndo séo validos. Entretanto, a
deteccdo ou até mesmo quantificacdo de analitos nestes niveis pode ser plausivel, desde que
se considere que a incerteza da medida de deteccéo ou quantificacdo seja maior que o préprio
valor medido. Isto é, em niveis de concentragdo menores ou iguais ao LDM ou ao LQM, é
possivel fazer uma identificacdo qualitativa dos analitos.

Os analitos que apresentaram picos com sinais menores que o do LDM (0,001 ng L™?)
para os dois ions produtos ndo foram quantificados, mas foram identificados e classificados
com concentracdo “<LD” na Tabela 40. Os analitos que néo apresentaram o ion de confirmacao

foram classificados como nao detectados, “ND”.
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Tabela 40: Concentracbes dos agrotoxicos encontradas nas amostras de agua subterraneas coletadas

em 04/2009, nos pontos descritos na Tabela 10 e analisadas por LC-ESI-MS/MS.

Agrot. Concentracdo (ng mL %)

Pontos Al A2 A3

Profund. (m) 1 2 3 1 2 1 2 3
NICO ND ND ND ND ND ND ND ND
IMZA ND 0,006 0,009 0,009 0,006 ND 0,002 ND
IMZE 0,004 0,008 0,003 ND 0,007 ND ND ND
CARBO 0,002 0,002 0,002 0,005 0,003 ND 0,004 0,002
ATRAZ 0,005 0,001 0,002 0,005 0,005 0,001 0,003 0,003
CLOR ND 0,003 0,002 0,002 0,004 <LD <LD 0,004
LINU <LD <LD 0,003 0,005 0,003 <LD 0,007 0,003
DIFLU 0,004 0,004 0,009 0,006 0,008 0,01 0,004 0,016

Todas as concentracBes dos agrotoxicos encontradas nas amostras de agua estavam

abaixo do LMR de 0,1 ng mL™. N&o houve relacdo entre as concentracdes encontradas e as

profundidades de coleta das aguas.

Na tentativa de explicar os resultados de concentrages dos agrotoxicos nas amostras

de agua, colocou-se na Tabela 41 alguns dados referentes aos agrotoxicos, como 0 Kq, 0 ti, @

d.a., e o indice de GUS, coletados na literatura ou determinados neste trabalho, e também o

preco dos agrotoxicos (mostrado também no item 3.3.1).

107



Tese de Doutorado Lais Sayuri Ribeiro de Morais

Tabela 41: K, t2, d.a., indice de GUS e preco dos agrotéxicos.

Koc : indice de d.a. d.a. prego
(mLgh [ (dias) GUS (ngg™ (gha™) (R$ / ha)
NICO 532 21 1,6 16,1 55 93,20
IMZA 306 60 2,7 41 140 59,00
IMZE 245 90 3,1 31 106 34,40
CARBO 22 45 4.4 438 1500 183,00
ATRAZ 100 60 3,6 659 2250 45,90
CLOR 612 40 1,9 15 50 43,20
LINU 400 60 2,5 322 1100 183,00
DIFLU 10000 10 - 13,2 45 17,90

O nicossulfurom n&o foi detectado em nenhuma das amostras analisadas. Este
agrotoxico apresenta t;, curto no solo e mobilidade razoavel que resultam em uma baixa
probabilidade de encontra-lo em aguas superficiais ou subterrdneas. Deve-se considerar
entretanto, que outros mecanismos diretos ou indiretos podem contribuir para a contaminacéo
da 4gua da é&rea estudada, como o0 despejo de esgotos, erosdo das areas agricolas,
precipitacdo, escoamento pelas 4guas das chuvas e transporte dos agrotoxicos através do
vapor e da poeira. Desta forma, apesar de ndo sofrer lixiviagdo e de ter ty, curto, o
nicossulfurom poderia alcancar a 4gua subterr@nea por meio dos mecanismos citados. Dois
fatores devem contribuir para sua auséncia nos trés pontos estudados, um é o seu preco e
outro € a sua taxa de d.a., que é uma das menores da Tabela 41.

O imazaquim e o imazetapir foram encontrados em concentra¢des consideraveis nos
conjuntos de amostras Al e A2. Os dois apresentam t;,, longo e potencial para lixiviagdo, como
indicado pelos indices de GUS de 2,7 e 3,1, respectivamente. Os valores de d.a. baixos e
também o0s precos destes agrotoxicos sdo fatores que podem explicar a sua auséncia no
conjunto A3.

O carbofuram e a atrazina foram detectados em quase todas as amostras. Ambos
apresentam tendéncia alta em lixiviar, o carbofuram adsorve pouco ao solo e a atrazina
apresenta ty, elevado. O carbofuram é um dos agrotoxicos que apresentam 0 preco mais alto
na Tabela 41 e por isso sua ocorréncia deveria ser menor. Entretanto, os fatores determinantes
para explicar a presenca do carbofuram e da atrazina na maioria das amostras sdo 0s seus

valores de d.a., muito maiores que 0s dos outros agrotéxicos.
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A d.a. do clorimurom-etil é baixa e o0 seu K, é alto e mesmo assim, ele foi detectado nos
trés pontos.

A d.a. do linurom serve também para explicar a sua detecgdo nas trés plantacdes, no
entanto, por apresentar valor alto de K, o linurom apresenta potencial de lixiviagdo médio e
também preco elevado e por isso sua frequéncia nao foi tdo alta quanto a da atrazina.

O K, do diflubenzurom faz com que ele seja classificado como imdvel no solo, seu ty; e
sua d.a. sdo extremamente baixos, os menores valores da tabela. E somando-se a estes
fatores sua solubilidade em agua é baixissima. Com estas propriedades seria improvavel
encontrar o diflubenzurom nas amostras, entretanto, o diflubenzurom foi o agrotéxico detectado
em maiores concentracdes nos trés pontos analisados, como pode ser observado na Tabela 40.
Estes resultados podem ser explicados por dois fatores, o primeiro deles é que o diflubenzurom
€ 0 Unico dos agrotdxicos estudados que pode ser utilizado tanto para a soja quanto para o
milho. O outro é o preco do diflubenzurom que é o0 mais baixo da Tabela 41.

A deteccdo do diflubenzurom em todas as amostras serve para mostrar como outros
fatores, além das explicacbes cientificas, devem ser considerados ao se estudar o destino dos
agrotoxicos no meio ambiente. Nenhum dos parametros estudados e determinados apontaria
para este resultado e sim para o contrario, isto €, para a auséncia do diflubenzurom nas
amostras. Na determinacao de agrotéxicos deve se considerar também fatores antropogénicos,
como a utilizacdo maciga de um agrotoxico devido ao seu preco menor ou a aplicacdo sem

obedecer o periodo de caréncia.

4.10. Comparacao Entre os Métodos de Determinagcdo d os Agrotoxicos em Solo e
Agua.

4.10.1. Determinacéo dos Agrotoxicos em Solo

Neste trabalho foram validados quatro métodos para a analise dos agrotéxicos no solo,
trés deles com o emprego de HPLC-DAD e um empregando LC-ESI-MS/MS. Nestes métodos
empregaram-se no preparo de amostra, as técnicas por agitacdo mecéanica (MEC), por banho
ultrassonico (BUS) e assistida por micro-ondas caseiro (MIC).

Todos os métodos resultaram em valores de recuperacdo (em um mesmo dia e entre
dias) adequados, pois estes se encontraram dentro da faixa aceitavel de 70 a 120 %. Os

valores de CV obtidos nos ensaios de repetitividade (em um mesmo dia) e precisdo
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intermediéria (em dias diferentes) ficaram abaixo do limite recomendado na literatura, de 15 %.
Na Tabela 44 sdo mostradas as faixas de porcentagens de recuperacdo dos agrotoxicos e dos
CV obtidos nas quatro validagdes, assim como a faixa de valores de LDM e LQM obtidos para
todos o0s agrotoxicos.

Embora as trés técnicas de extracdo empregando HPLC-DAD tenham apresentado
valores semelhantes para as figuras de mérito, todos eles dentro dos limites aceitos na
literatura, a extracdo assistida por micro-ondas € extremamente rapida (2 min), igualmente
simples e 0 equipamento empregado, micro-ondas caseiro, é de baixo custo e de facil acesso,
sendo dessa forma uma Otima alternativa em relacdo as outras técnicas de extracdo para
amostras sélidas, as quais consumiram no minimo uma hora. Deve-se ressaltar, entretanto o
fator periculosidade ao se trabalhar com um micro-ondas caseiro, atribuida a falta dispositivos
de seguranca para controle de pressao e temperatura.

Os quatro métodos resultaram em valores baixos de LDM e LQM. Comparando-se 0s
valores obtidos através dos métodos 3 e 4 da Tabela 42, que empregaram HPLC-DAD e LC-
ESI-MS/MS, respectivamente, pode-se concluir que o Ultimo apresentou maior detectabilidade,

com a obteng&o dos menores valores de LDM e LQM para todos os agrotoxicos.

Tabela 42: Valores das figuras de mérito obtidas nas validacbes dos métodos para andlise dos

agrotdxicos em solo.

Métodos de analise

Figuras de
meérito 1 2 3 4
MEC/HPLC- BUS/HPLC- MIC/HPLC- MIC/LC-ESI-
DAD DAD DAD MS/MS
XA a
('f,zf“pera‘?ao 76-112 82-111 83-112 81-110
= b
('?,zfur’era‘?ao 77-107 82-111 86-111 83-108
Repetitividade
CV (%) 0,3-9,9 1,5-10,2 02-5 1-10,7
Precisao
intermediariaCv = 1,2-11,7 0,4-8,1 0,3-4,9 1,2-12,1
(%)
LDM (ng g™ 0,6-5,7 0,6-5,7 0,6-5,7 0,3
LQM (ng g™ 3-20 3-20 3-20 1

% Faixas de recuperagdes obtidas em um mesmo dia
® Faixas de recuperac@es obtidas em trés dias diferentes
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A otimizacdo do método de andlise no cromatégrafo, incluindo a separag¢do dos analitos
e escolha dos solventes da fase movel, foi realizada mais rapidamente quando se empregou
LC-MS/MS. Uma das razfes € que, neste caso, a quantificacdo dos analitos ndo requer uma
separacao total dos analitos na corrida cromatogréafica. No LC-MS/MS uma resolugdo menor
entre os agrotéxicos estudados resultou em perda de detectabilidade do método, mas mesmo
assim, esta ainda foi maior que a obtida empregando HPLC-DAD.

Os quatro métodos mostraram-se adequados para a separacdo, identificacdo e
guantificacdo dos agrotéxicos estudados em solo e a escolha entre os dois tipos de deteccéo,
DAD ou MS/MS, depende das concentracBes dos agrotOxicos nas amostras que irdo ser
analisadas, e também da necessidade de uma confirmacao individual do analito estudado e
com maior confiabilidade.

O método 4 foi utilizado na analise de amostras de solo de duas plantacées com cultivo

de soja e milho, oriundas de diferentes regides e nenhum dos agrotoxicos foi detectado.

4.10.2. Determinac&o dos Agrotoxicos em Agua

Foram validados dois métodos para a andlise dos agrotoxicos em agua: um empregando
HPLC-DAD e outro LC-MS/MS. A técnica de extracao utilizada nos dois estudos foi a SPE.

A técnica de SPE desempenhou um papel fundamental no desenvolvimento do método
com uso de HPLC-DAD, pois neste caso o fator de concentracdo alto durante a etapa de
extracdo de 2000 vezes foi necesséario para se atingir o LMR. Este fator, aliado ao uso de
HPLC-DAD, um equipamento de menor custo e mais acessivel, possibilitou o desenvolvimento
de um método analitico suficientemente seletivo e sensivel que atingiu o limite maximo de
residuos (LMR) imposto pela CE que é de 0,1 ng mL™ para cada agrotdxico, podendo ser
empregado para o monitoramento rotineiro dos agrotoxicos estudados em amostras de 4gua. O
método empregando SPE-LC-MS/MS demandou menor quantidade de amostra de agua. Com a
extracdo de apenas 50 mL de &gua foi possivel atingir o LMR, de 0,1 ng mL™. Com o objetivo
de se obter um método mais sensivel, 500 mL de agua foram concentrados a 500 yL resultando
em um LQM de 0,01 ng mL™, como pode ser observado na Tabela 43.

Na validacdo dos métodos de determinagdo dos agrotoxicos em agua, os valores de
recuperacao obtidos em um mesmo dia e em dias diferentes ficaram dentro da faixa aceitavel
de 70-120 %. Os ensaios de repetitividade e de precisdo intermediaria para todos agrotéxicos

apresentaram coeficientes de variagéo abaixo do limite aceito de 15 %.
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Tabela 43: Valores das figuras de mérito obtidas nas validac6es dos métodos para a determinacao dos

agrotoxicos em agua.

Métodos de analise

. ‘o 5 6

Figuras de mérito SPE/HPLC-DAD I\SAF;I/EICILSC-ESI-
Recuperagdes (%) ° 76-108 88-106
Recuperacdes (%) ° 78-108 82-107
Repetitividade CV (%) 0,6-6,5 4,6-12,4
(F;(?%i;?o intermediaria 1,1-8,8 4.4-12.3
LDM (ng mL™) 0,002-0,022° 0,001"

LQM (ng mL™) 0,015-0,1 0,01**

® Faixas de recuperacdes obtidas em um mesmo dia

® Faixas de recuperacdes obtidas em trés dias diferentes
* utilizou-se 1 L de amostra de agua

** ytilizou-se 0,5 L de amostra de agua

Os valores de LQM obtidos para todos agrotoxicos pelo método SPE/HPLC-DAD foram
adequados, sendo iguais ou menores que o LMR, de 0,1 ng mL™". Empregando SPE/LC-ESI-
MS/MS os valores de LQM foram 10 x menores que o LMR. Deve-se notar, entretanto que a
média dos valores de CV obtidos com o método 6 (SPE/LC-ESI-MS/MS) foram maiores que as
médias obtidas pelo método 5 e isso pode ser atribuido ao fato de que no método 6 trabalhou-
se com concentracdes bem menores dos analitos, o que contribui para aumentar a variacdo nas
medidas.

As amostras coletadas entre os anos de 2005 e 2007 foram analisadas por HPLC-DAD e
nao se detectou a presenca de nenhum dos agrotéxicos estudados. Empregando LC-ESI-
MS/MS foi possivel diminuir os valores de LQM para todos 0s agrotoxicos e outras amostras de
agua coletadas em 2009, em trés pontos da area de estudo que foram analisadas empregando
este método.

O menor valor de LQM obtido com o HPLC-DAD para o conjunto de agrotoxicos
estudados foi 0 da atrazina, de 0,015 ng mL™. Entretanto, como pode ser observado na Tabela

40, a maioria das concentracdes encontradas nas amostras de agua foram menores que 0,01
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ng mL*. O método desenvolvido com o emprego de HPLC-DAD foi apropriado para a
quantificacdio dos agrotoxicos em niveis de concentracdo proximas ao LMR, de 0,1 ng mL™,
entretanto, o LC-ESI-MS/MS pode fornecer informagdes adicionais quanto a presenga ou nao
dos agrotoxicos nas amostras, mesmo quando estavam em concentragdes muito baixas. Além
disso, este ultimo equipamento permitiu a andlise de um volume menor de amostra, 500 mL, ao
invés de 1 L utilizado no HPLC-DAD.

Todos os agrotoxicos foram detectados nos trés pontos analisados, com excecao do
nicossulfurom que ndo apareceu em nenhuma das amostras. Os agrotoxicos foram detectados
em concentracbes menores que o LMR, que variaram de 0,001 a 0,016 ng mL™" nas trés
profundidades, de 1, 2 e 3 m. Os valores de concentragdo total de agrotéxicos encontrados nos
pontos Al, A2 e A3 foram bem préximos, 0,069, 0,068 e 0,059 ng mL™, respectivamente.

Apesar de apresentar uma mobilidade baixa no solo, tempo de meia-vida curto e ser
pouco solavel em &gua, o diflubenzurom foi o agrotéxico encontrado em maior concentracao

nas amostras estudadas.
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5. CONCLUSOES

Foram desenvolvidos e validados métodos para separacdo e identificacdo dos
agrotoxicos imazetapir, nicossulfurom, imazaquim, carbofuram, atrazina, linurom, clorimurom-
etil e diflubenzurom em agua e solo, que atenderam os requisitos basicos de validacdo para a
sua aplicacdo na analise de amostras do meio ambiente.

Os estudos de adsorcdo e dessorcdo realizados para o imazetapir, imazaquim,
nicossulfurom e clorimurom-etil, confirmados pelos valores de K; mostraram que uma
guantidade pequena dos agrotéxicos, inferior a 36 %, ficou adsorvida ao solo, devido as suas
baixas afinidades pelo solo estudado. Desta quantidade, uma pequena parcela dessorveu e se
somou a fracdo ndo adsorvida ficando disponivel para se movimentar através do solo, podendo
lixiviar para outras camadas e até para o lencol fredtico. Estes resultados mostram que €
necessario que se monitore estes agrotoxicos, uma vez que podem ser considerados potenciais
contaminantes das guas e dos solos.

Concluiu-se que diante da relevancia do sistema Aquifero Guarani, este estudo foi de
grande importancia ao mostrar que devem ser feitos monitoramentos constantes da quantidade
de agrotoxicos nesta regido, a fim de se preservar 0 meio ambiente e a qualidade de vida da
populacdo. Este estudo também apresentou varias op¢des de metodologias que podem ser

aplicadas na determinacdo dos agrotoxicos selecionados.
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