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Resumo

O uso indiscriminado de agrotoxicos nas lavouras pode acarretar problemas a seguranca
alimentar, bem como gerar contaminacdo do meio ambiente, nomeadamente, solos e aguas
subterraneas e superficiais, tornando necessarios métodos simples, exatos e precisos para
determina-los. No presente trabalho, desenvolveu-se e validou-se um método para
determinacdo de agrotoxicos em solo. Para isto foram avaliadas as trés versées do método
QuEChERS, “Original”, tampao “Acetato” e tampao “Citrato”, na auséncia e na presenca da
etapa clean up na extracdo de agrotoxicos do solo e a UHPLC-MS/MS na quantificacdo e
confirmacdo dos mesmos. A limpeza dos extratos consistiu em uma extracdo em fase solida
dispersiva com MgSO, anidro e PSA ou MgSO, anidro, PSA e C18. As trés versoes
apresentaram resultados satisfatérios para a maioria dos agrotdxicos, segundo preconiza o
guia SANTE 2015 (recuperagOes entre 70-120% e CV < 20%), no entanto, a versiao
QuEChERS “Acetato” com clean up apresentou, em média, as melhores recuperacdes, sendo
escolhida para a validagdo. Previamente ao preparo da amostra, o solo foi homogeneizado e
peneirado. O método estabelecido para o preparo da amostra consistiu na hidratacdo do solo
1:1 (m/v), 30 min ap6s a fortificacdo, seguida pela extragdo com acetonitrila acidificada com
1% (v/v) de acido acético e particdo com a adi¢do de MgSO, anidro e acetato de sodio anidro
e clean up utilizando PSA e MgSO, anidro. O método desenvolvido foi validado em dois
tipos de solos (Solo I e Solo I1) que possuiam diferentes porcentagens de matéria organica.
Foram alcangados os valores estabelecidos pelo guia SANTE 2015 para a maior parte dos
agrotoxicos estudados e observou-se que, devido as propriedades quimicas do Solo Il, foi
necessario empregar um maior tempo e velocidade de centrifugacéo na etapa de particdo para
que ocorresse a separacao das fases. Para o Solo I, foram obtidos LOQ de 2, 4, 10 e 20 ug kg™
e faixa linear de trabalho entre 2/10-70 ug kg™ e 4/20-140 ug kg™. O efeito matriz (EM) foi
significativo (> + 20%) para a maior parte dos agrotoxicos, as recuperacdes ficaram entre 71 —
119% e as repetibilidades apresentaram CV < 20%, para a maior parte dos analitos, com
excecdo do fenarimol, do fipronil e do clorpirifés, mas em todos estes casos os valores de
recuperacdo foram satisfatdrios. Apenas o clorpirifés apresentou precisdo intermediaria com
CV > 20%. Para o Solo 11, os valores de LOQ e faixa linear de trabalho foram semelhantes
aos obtidos para o Solo I, 0 EM foi significativamente superior ao obtido para o Solo I, as
recuperacdes ficaram entre 67 — 131%, as repetibilidades apresentaram CV < 20%, exceto
para o fipronil, em todos os casos e a precisao intermediaria foi inferior a 20%. O método foi
aplicado, com sucesso, em amostras de solos provenientes de diferentes cultivos de hortalicas
ndo folhosas e folhosas, sendo detectados 10 agrotoxicos do escopo estudado. No estudo de
dissipacdo de agrotoxicos comerciais nos solos estudados, pode-se verificar que 0s mesmos
sdo mais estaveis na presenca de iluminacdo artificial do que na presenca de umidade e
também foi possivel correlacionar determinadas propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos
selecionados com o tempo de dissipacdo e, em alguns casos, estimar o DT50.

Palavras-chaves: Solos; Agrotoxicos; Método QUEChERS; Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial; Validacdo de método analitico.



Abstract

The indiscriminate use of pesticides in crops can lead to food safety problems, as well as to
environmental contamination of soil, groundwater and surface water, therefore simple,
accurate and precise methods for their quantification are necessary. In the present work, a
method for the determination of pesticides in soil was developed and validated. Three
versions of the QUEChERS method, "Original”, "Acetate" and "Citrate" were evaluated in the
absence and presence of the clean-up step for the extraction of pesticides from soil with
UHPLC-MS/MS for quantification and confirmation. The clean-up of the extracts consisted
of a dispersive solid phase extraction with anhydrous MgSO, and PSA or anhydrous MgSO4,
PSA and C18. The three versions presented satisfactory results for pesticides, according to
SANTE guide 2015 (recoveries between 70-120% and CV < 20%), however, the QUEChERS
version with acetate buffer and a clean-up step, gave on average, the best recoveries, being
chosen for validation. Prior to sample preparation, the soil was homogenized and sieved. The
validated method involved 1:1 (w/v) soil hydration, 30 min after fortification, followed by
extraction with acetonitrile acidified with 1% (v/v) acetic acid and partition with the addition
of anhydrous MgSO, and anhydrous sodium acetate and clean-up using PSA and anhydrous
MgSQ,. The method developed was validated in two types of soils (Soil I and Soil Il) with
different percentages of organic matter. The values established by the SANTE guide 2015 for
most of the pesticides studied were reached and it was observed that, due to the chemical
properties of Soil Il, it was necessary to use a longer time with a higher speed of
centrifugation in the partitioning step to separate the phases. For Soil I, LOQ were 2, 4, 10
and 20 pg kg™ with a linear working range between 2/10-70 ug kg™ and 4/20-140 pg kg™.
The matrix effect (ME) was significant (> £ 20%) for most pesticides, recoveries were
between 71 - 119% and repeatability showed CV < 20%, for most of the analytes, except for
fenarimol, fipronil and chlorpyrifos, but in all these cases the recovery values were
satisfactory. Only chlorpyrifos presented intermediate accuracy with CV > 20%. For Soil II,
LOQ and linear range were similar to those obtained for Soil | and the ME was significantly
higher than that obtained for Soil I, recoveries were between 67 - 131%, repeatability had a
CV < 20%, except for fipronil. In all cases the intermediate accuracy was less than 20%. The
method was successfully applied to soil samples from different leafless vegetables and
vegetables crops, and nine of the studied pesticides were detected. In the study of dissipation
of commercial pesticides in the studied soils, it can be verified that they are more stable in the
presence of artificial lighting than in the presence of humidity and it was also possible to
correlate certain physicochemical properties of the selected pesticides with the time of
dissipation and, in some cases, estimate the DT50.

Keywords: Soils; Pesticides; QUEChERS method; Liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry; Method validation.
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Kq - Coeficiente de Particdo do Solo

Kom - Coeficiente de Particdo do Solo Normalizado em Unidades de Matéria Organica

Koc - Coeficiente de Particdo do Solo Normalizado em Unidades de Carbono Orgéanico

Ktoc — Constante de Sorc¢do do Solo Normalizado em Unidades de Carbono Orgéanico

LC — do inglés, Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida)

LC-MS - do inglés, Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (Cromatografia Liquida
Acoplada a Espectrometria de Massas)

LC-MS/MS — do inglés, Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial)

LC-UV - do inglés, Liquid Chromatography- Ultraviolet Visivel (Cromatografia Liquida com
detector por Absorcdo no Ultravioleta Visivel)

LMR — Limite Maximo de Residuos

LOD —do inglés, Limit of Detection (Limite de Deteccao)

LOQ — do inglés, Limit of Quantification (Limite de Quantificacao)

LPME - do inglés, Liquid-Phase Microextraction (Microextracdo em Fase Liquida)

LSE — do inglés, Liquid-Solid Extraction (Extracdo Solido-Liquido)

MAE — do inglés, Microwave Assisted Extraction (Extracdo Assistida por Micro-ondas)
MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

MCPA - Acido 2-metil-4-clorofenoxiacético

MIP — do inglés, Molecularly Imprinted Polymers (Polimeros Impressos Molecularmente)
MIP — Manejo Integrado de Pragas

MRM - do inglés, Multiple Reaction Monitoring (Monitoramento de Reac¢des Mdltiplas)
MSPD - do inglés, Matrix Solid Phase Dispersion (Dispersdo da Matriz em Fase Solida)
ONU - Organizagéo das Nacdes Unidas

On-line SPE - do inglés, On-line Solid- Phase Extraction (Extragdo em Fase Solida on-line)
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PAH - do inglés, Polycyclic Aromatic Hydrocarbon (Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos)

PARA- Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos

pH — Potencial Hidrogenibnico

pK, - Constante de dissociagéo

PCB - do inglés, Polychlorinated Biphenyls (Bifenil Policlorados)

Pl — Padréo Interno

PLE — do inglés, Pressurized Liquid Extraction (Extracdo por Liquido Pressurizado)

PPA — Potencial de Periculosidade Ambiental

PSA —do inglés, Primary Secondary Amine (Amina Priméaria Secundaria)

PSWE — do inglés, Pressurized Subcritical Water Extraction (Extracdo com Agua
Pressurizada Subcritica)

QqQ — do inglés, Triple Quadrupole (Triplo Quadrupolo)

QqLIT —do inglés, Quadrupole Linear lon Trap (Quadrupolo- Armadilha de lons Linear)

Q — TOF - do inglés, Quadrupole Time of Flight (Quadrupolo- Tempo de Véo0)

QUEChERS - do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (Acrénimo de
Répido, Facil, Barato, Efetivo, Robusto e Seguro)

SFC - do inglés, Supercritical Fluid Chromatography (Cromatografia com Fluido
Supercritico)

SFE — do inglés, Supercritical Fluid Extraction (Extracdo com Fluido Supercritico)
SFE-DLLME - do inglés, Supercritical Fluid Extraction-Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction (Microextracdo Dispersiva Liquido-Liquido-Extracdo com  Fluido
Supercritico)

SINDIVEG - Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal

SPME - do inglés, Solid Phase Microextraction (Microextracdo em Fase Solida)

SWE — do inglés, Subcritical Water Extraction (Extragdo com Agua Subcritica)

TOF - do inglés, Time of Flight (Tempo de V0)

TP — do inglés, Transformation Products (Produtos de Transformacéo)

UHPLC-MS/MS - do inglés, Ultra-High Performance Liquid Chromatography Tandem Mass
Spectrometry (Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de
Massas Sequencial)

USE - do inglés, Ultrasonic Solvent Extraction (Extracdo Assistida por Ultrassom)
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Capitulo I: Introducao
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1. Introducéao

O uso de agrotoxicos se faz necessério devido ao aumento da populagdo mundial
e a queda na produtividade, relacionada as perdas por doencas, pragas e ao desgaste do solo.
No entanto, a aplicacdo de agrotoxicos deve ser consciente, pois 0 uso indiscriminado pode
gerar efeitos negativos na biodiversidade, causados pela contaminacdo de solos, &guas
subterraneas e superficiais e no ar, e prejudicar a satde dos trabalhadores rurais, que muitas
vezes desconhecem os maleficios desses compostos e ndo fazem uso correto dos
equipamentos individuais de protecdo (EPI), e dos consumidores, devido a contaminacdo dos
alimentos. Atualmente, centenas de agrotdxicos estdo registrados para serem aplicados nas
mais diversas culturas e, a cada dia, novas moléculas sdo desenvolvidas com o intuito de
serem mais seletivas ao alvo desejado, diminuindo, assim, a toxicidade aos outros seres vivos
L2 Além disso, novas técnicas, como o manejo integrado de pragas (MIP) e doengcas, a
producdo organica e o desenvolvimento de bioagrotdxicos (produtos feitos a partir de
substancias naturais, como plantas e microrganismos), estdo sendo empregadas, visando

aumentar a produtividade com menor impacto ambiental.

1.1 Agrotdxicos

1.1.1 Definicao e um breve historico

Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(do inglés, Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAQO), agrotdxicos sao
quaisquer substancias ou misturas destinadas a prevencao, destruicdo ou controle de qualquer
tipo de praga, incluindo vetores de doencas humanas e de animais, espécies indesejaveis de
plantas ou animais que possam interferir na producdo, processamento, transporte ou
comercializacdo de alimentos, commodities, madeira e seus derivados e substancias
administradas aos animais para o controle de parasitas. O termo também inclui substancias
destinadas ao uso como reguladores de crescimento em plantas, desfolhantes, dessecantes,
agentes preventivos na queda de frutos e substancias aplicadas as culturas antes ou apos a

colheita para proteger os produtos da deterioragdo durante 0 armazenamento e o transporte. 3

Desde o inicio da agricultura, os produtores utilizavam “‘agrotoxicos” para evitar

danos as suas culturas, sendo o enxofre o primeiro que se tem conhecimento. No século XV,
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produtos quimicos toxicos, como arsénio e mercurio, foram utilizados no controle de pragas.
Dois séculos mais tarde, o sulfato de nicotina foi extraido das folhas de tabaco para ser usado
como inseticida. *

O inicio da era moderna dos agrotoxicos se deu com a sintese do
diclorodifeniltricloroetano (DDT) em 1939, pelo quimico sui¢o Paul Hermann Mdller. Além
de ser usado como inseticida em lavouras, foi utilizado também no controle de vetores de
doencas, como a malaria e o tifo, e seu emprego foi muito difundido durante a Segunda

Guerra Mundial. 2

No entanto, em 1960 foi confirmado que alguns inseticidas da mesma classe do
DDT, os organoclorados, como o dieldrim, endrim e aldrim, ndo eram degradados no meio
ambiente e se bioacumulavam em organismos vivos. Em 1972, esses compostos foram
banidos, primeiramente nos Estados Unidos e em seguida na Europa. > No Brasil, o DDT foi
retirado do mercado em duas etapas, na primeira, sua autorizacdo foi cancelada em 1985 para
uso agricola e na segunda, em 1998, foi proibido seu uso em campanhas de saude publica.
Mas, apenas em 2009 foi sancionada a lei que proibiu a fabricacdo, a importacdo, a

exportagdo, a manutencdo em estoque, a comercializacdo e o uso desse agrotoxico. >

Apos a sintese do DDT houve um grande impulso na industria de agrotdxicos,
novos compostos organicos com diferentes aplicacbes foram introduzidos na agricultura,

como pode ser observado na Tabela 1.

1.1.2 Classificacdo e propriedades fisico-quimicas

Os agrotéxicos podem ser classificados de diferentes maneiras, como classe
quimica (organoclorados, piretréides, etc.), o organismo alvo que combatem (inseticidas,
fungicidas, etc.), modo de acdo bioquimico, grau toxicolégico (I Extremamente toxico; Il
Altamente téxico; Il Medianamente toéxico; IV Pouco toxico) e potencialidade de
periculosidade ambiental (PPA) (Classe | — Produto ALTAMENTE PERIGOSO ao meio
ambiente; Classe 1l — Produto MUITO PERIGOSO ao meio ambiente; Classe 111 — Produto
PERIGOSO ao meio ambiente; Classe IV — Produto POUCO PERIGOSO ao meio ambiente).
26 A Tabela 2 ilustra algumas dessas classificacGes e 0 modo de aplicacdo dos agrotoxicos

estudados.
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Tabela 1: Cronologia do desenvolvimento dos agrotoxicos.

Periodo Exemplo Fonte Caracteristicas
Nitrofenois, Quimica organica, N e
iy Geralmente ndo eram especificos e
clorofendis, creosoto, subprodutos da ..
1800-1900 ; « , apresentavam alta toxicidade para o
naftaleno, dleos producéo de gas do . .
. ) « agricultor ou outros organismos
derivados de petrdleo carvao
Persistentes, boa seletividade, bons
Organoclorados, resultados na agricultura e no
DDT e . - combate de vetores de doengas
1945-1955 . Sintese orgénica . ) ¢
hexaclorocicloexano (insetos), porém com grandes
(HCCH) efeitos nocivos ao ambiente,
podendo gerar resisténcia as pragas.
Inibidores de . . s .
. Sintese orgénica, uso da | Menor persisténcia no ambiente,
colinesterase, N . .
1955-1970 relacdo entre estrutura e menor toxicidade ao agricultor e
organofosforados e . « S
atividade reducdo dos problemas ambientais
carbamatos
Refinamento da relagdo
Piretroides, entre a estrutura e a X xm .
. . N&o sdo tdo seletivos e podem gerar
abamectinas e atividade, novos o
1970-1985 L. . resisténcia as pragas, alto custo e
agrotoxicos sistemas que A -/
. — persisténcia variavel
biologicos direcionam para o alvo
desejado
Alteracdo genética em
1985 plantas para criar Pode ocasionar problemas como
Engenharia genética resisténcia a mutacdo dos genes e ruptura do
presente . . . S
determinados sistema microbioldgico.
agrotoxicos.

Adaptada da referéncia. *

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos € um pré-

requisito necessario para entender o seu comportamento no meio ambiente, no metabolismo
de animais e plantas e no desenvolvimento de métodos analiticos. As propriedades mais
relevantes no estudo da determinacdo desses compostos em solos sdo: solubilidade em &gua,
log P, pressdo de vapor, coeficiente de adsor¢do no solo (Ko, coeficiente de sorcéo
normalizado (Kso), tempo de meia vida (DT50), constante de dissociacdo (pK,) e indice GUS
(do inglés, Groundwater Ubiquity Score). ? Essas propriedades, em sua maioria, indicam a
tendéncia de um agrotoxico em ser lixiviado e contaminar dguas superficiais e subterraneas e
estdo descritas estudados neste trabalho.

na Tabela 3 para o0s agrotdxicos
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Tabela 2: Modo de aplicacao e classificacdo dos agrotoxicos estudados.

Classificacao

Classificacao

Agrotoxico Modo de Aplicacéo : Grupo Quimico S PPA
organismo alvo toxicologica

Atrazina - Herbicida Triazina i ]
Azoxistrobina Foliar Fungicida Estrobilurina i Il
a-Cipermetrina Foliar Inseticida Piretrdide I I
Ciromazina Foliar Inseticida Triazina [\ i
Clorantraniliprole Foliar Inseticida Antranilamida i ]
Clorpirifos Foliar Inseticida Organofosforado I I
Diafentiurom Foliar Inseticida Feniltiouréia i ]
Difenoconazol Foliar Fungicida Triazol I ]
Fenarimol Foliar Fungicida Pirimidina i ]
Fipronil Foliar Inseticida Fenilpirazol I ]
Fluopicolida Foliar Fungicida Benzamida i 1
Imidacloprido Foliar Inseticida Neonicotinoide ] Il
Lufenurom Foliar Acaricida/Inseticida Benzoiluréia v ]
Metribuzim - Herbicida Triazinona i ]
Mandipropamida Foliar Fungicida Mandelamida 1 \Y/
Napropamida - Herbicida Alcanamida i NE
Piraclostrobina Foliar Fungicida Estrobilurina ] ]
Tebuconazol Foliar Fungicida Triazol I ]
Profenofos Foliar Acaricida/Inseticida Organofosforado i ]
Tiametoxam Foliar e Solo Inseticida Neonicotinoide i Il

Classificacdo toxicoldgica: | Extremamente toxico; Il Altamente toxico; 11l Medianamente tdxico; IV Pouco toxico;

Classificagédo de acordo com a avaliagdo do PPA- Classe | — Produto ALTAMENTE PERIGOSO ao meio ambiente; Classe 1l — Produto MUITO PERIGOSO

ao meio ambiente; Classe 11 — Produto PERIGOSO ao meio ambiente; Classe IV — Produto POUCO PERIGOSO ao meio ambiente;

NE= N&o Especificado.
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1.1.2 (a) Solubilidade em agua

A solubilidade em agua de uma dada substancia é definida como sendo a maxima
quantidade que pode ser dissolvida em um dado volume de 4gua quando ambos estdo em
contato e em equilibrio. > Agrotéxicos com alta solubilidade em agua sdo transportados por

escoamento com maior facilidade, ocasionando a poluicdo de &guas subterraneas e

superficiais.
<50 (mg L™) = Baixa
50 —500 (mg L™) = Moderada
>500 (mg L) = Alta
1.1.2 (b) log P

O log P é o logaritmo do coeficiente de particdo entre n-octanol e &gua.
Agrotoxicos que apresentam valores iguais ou superiores a 4 possuem maior tendéncia de
acumulagdo em organismos vivos. © O conhecimento do log P é de grande utilidade no
processo de escolha das condi¢cdes cromatograficas e na extracdo de agrotoxicos onde as
interacOes hidrofdbicas estdo envolvidas no mecanismo de retengdo. Os valores log P também
se mostraram valiosos para a previsdo da mobilidade e da persisténcia na sorgdo de

agrotoxicos em solo. 2
1.1.2 (c) Presséo de vapor

A pressdo de vapor de um composto é definida como sendo a pressdo parcial de
sua fase gasosa em equilibrio com o seu liquido ou sélido. A pressdo de vapor depende da
temperatura, sendo medida a 25 °C, e expressa em Pa (mPa) ou em mmHg. ’ Sendo assim, a
pressdo de vapor é uma medida da facilidade com que determinada substancia tem em se
volatilizar. Dependendo da finalidade do agrotéxico, uma pressdo alta é desejada, como no
caso dos agrotoxicos de acdo fumegante em que o poder de penetracdo aumenta com a
pressdo de vapor. Mas, para a maioria dos casos, uma elevada pressao pode causar a deriva do
vapor e, consequentemente, a poluicdo ambiental e a perda do principio ativo. Por outro lado,
agrotoxicos com baixa pressdo de vapor tendem a ndo se moverem no ar, gerando potencial

acumulacdo em 4gua (caso seja soltvel) ou no solo. ® O conhecimento dessa propriedade
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fisica também é importante na escolha da técnica a ser empregada na analise (cromatografia
liquida ou gasosa) e da técnica de extracio do agrotoxico. 2

< 1 x 10® = Néo volatil
1x10™* -1 x 10°® = Estado intermediério
>1x 10" = Volatil
1.1.2 (d) Coeficiente de adsorcao no solo (Kyc) e coeficiente de sor¢cdo normalizado (Kroc)

O coeficiente de particdo de um agrotdxico no solo (Kg) Equagéo (1), € definido
como a relacdo, no equilibrio, entre a concentracdo do agrotoxico no solo e em solucédo
aquosa e reflete a afinidade de um agrotéxicos em ser adsorvido no solo ou lixiviado. ° O
coeficiente de adsor¢do normalizado, relaciona o K4 com o teor de matéria organica ou com o
teor de carbono organico, podendo ser expresso em unidades de matéria organica, Kom,
Equacdo (2), ou em unidades de carbono organico, Ky, Equacdo (3), sendo 0 Ko 0 mais
reportado na literatura. A importancia desse parametro é que ele afeta as propriedades de
lixiviagdo dos agrotoxicos em aguas subterraneas. Agrotoxicos com valores de Ko inferiores a
15 sdo considerados de mobilidade elevada. > A constante de sorcdo normalizada para

carbono organico (Ks..) pode ser calculada utilizando-se a Equacéo (4). *°

_ Concentragao do produto quimico no solo

= Equacéo (1
d Concentracgio do produto quimico na agua quag ( )

Kom = 100Kd Equacéo (2)

% matéria organica

Koo = ——okd Equagéo (3)

% carbono organico

Kfoe = __lOOKF Equacéo (4)

% carbono organico
Parametros de referéncia para Ko € Kroc:
< 15 = Alta mobilidade
15— 75 = Mdvel
75 — 500 = Mobilidade moderada

500 — 4000 = Fraca mobilidade
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> 4000 = Ndo mével

1.1.2 (e) Tempo de meia vida (DT50)

O tempo de meia vida é definido como sendo o tempo necessario para que a

concentracdo inicial do agrotdxico sofra degradacdo e se reduza a metade. Este termo é

2

altamente dependente das condi¢bes ambientais < e € um indicativo da persisténcia do

agrotoxico no solo, quanto mais elevado for o tempo de meia vida maior sera a tendéncia de

contaminagéo.
< 30 (dias) = Nao persistente
30 - 100 (dias) = Moderadamente persistente
100 - 365 (dias) = Persistente
> 365 (dias) = Muito persistente

1.1.2 (f) Constante de dissociacéo (pKa)

A constante de ionizacdo, Ka, esta relacionada com o equilibrio entre as
concentracdes iobnicas e nao ibnicas e €, usualmente, expressa pelo seu logaritmo pKy= (-log
Ka). Quanto maior o valor do pK,; mais fraco é o &cido e menor é a sua tendéncia de
ionizacdo. Uma vez que os agrotoxicos idnicos se comportam de forma diferente dos
agrotoxicos nao idnicos, é importante saber quais sdo capazes de ionizar-se na faixa de pH =
5- 8 (faixa de pH geralmente encontrada em solo e 4gua em condic¢des naturais) para prever

sua lixiviacdo ou retencéo. 2

1.1.2 (g) Indice GUS

O indice GUS é um indicador do poder de lixiviacdo do agrotdéxico em aguas

subterraneas, sendo calculado segundo a Equagcéo (5). ’
GUS =log (DT50) x (4 - log (Koc 0u Ksoc)) Equacéo (5)
GUS < 1,8 = Lixiviagdo improvavel
GUS 1,8 — 2,8 = Potencial de lixiviagdo marginal

GUS > 2,8 = Susceptivel a lixiviacdo
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Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos estudados.

_ LogP Solubilidade em Presséo de K K DT50 (solo a 20 °C em DT50
Agrotoéxico (pH=7 a adguaa20°C vapor a25°C ©a foc . laboratério e condicGes (campo) pKa GUS

20 °C) (mg LY (mPa) (mt-g7) | (mLg”) aerobicas) (dias) (dias)
o-Cipermetrina 5,5 0,004 0,00034 57889 - 100 35 5,0 -1,53
Atrazina 2,7 35 0,039 100 174 66 29 1,7 3,20
Azoxistrobina 2,5 6,7 1,10 x 10°° 589 423 84,5 180,7 N.A. 2,65
Ciromazina 0,069 13000 4,48 x 10™ - 409 31,8 9,7 5,22 2,09
Clorantraniliprole 2,86 0,88 6,3x10° 362 301 597,0 204 10,88 4,22
Clorpirifés 4,7 1,05 1,43 8151 - 76,0 21 N.A. 0,17
Diafentiurom 5,76 0,06 0,002 43546 - -t - N.A 0,19
Difenoconazol 4,36 15,0 3,33x10° - 3760 130,0 85 1,07 0,90
Fenarimol 3,69 13,7 0,065 - 734 703,0 74 N.A. 3,23
Fipronil 3,75 3,78 0,002 - 727 142,0 65 N.A. 2,45
Fluopicolida 2,9 2,8 3,03x 10™ - 321,1 271,0 138,8 N.A. 3,63
Imidacloprido 0,57 610 4,0x10" - 225 187,0 174 N.A. 3,74
Lufenurom 5,12 0,046 4,00x10° - 41182 20,8 256 10,2 -0,81
Mandipropamida 3,2 4,2 9,40 x 10 - 847 49,1 13,6 N.A. 1,81
Metribuzim 1,65 1165 0,121 - 37,92 11,5 19 0,99 2,57
Napropamida 3,3 74,0 2,2x107? 839 885 308,0 72 N.A. 2,62
Piraclostrobina 3,99 1,9 2,60 x 10° 9304 9315 62,0 32 N.A. 0,06
Profenofés 1,7 28 2,53 2016 - 7,0 7,0 N.A. 0,59
Tebuconazol 3,7 36 1,30 x 10 - 769 365,0 47,1 5,0 2,85
Tiametoxam -0,13 4100 6,60 x 10°® 56,2 - 121,0 39,0 N.A. 4,69

YValores da literatura indicam DT50 entre 1 hora e 1,5 dias. *
N. A.= N&o Aplicavel
Fonte: Site PAN Pesticides Database. ’
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1.2 Comércio de agrotdxicos no Brasil

Segundo dados do Sindicato Nacional da Inddstria de Produtos para Defesa
Vegetal (SINDIVEG), em 2015 foram comercializados US$ 9,61 bilhGes em vendas de
agrotoxicos no pais, representando uma queda de 21,56 % comparada ao ano anterior. Mesmo
com a queda, a quantidade de produto comercial vendida atingiu 887,87 mil toneladas.

A classe dos inseticidas foi a que respondeu pelo maior valor das vendas, sendo
responsavel por 33,00% do faturamento total, ou seja, US$3,17 bilhdes em 2015. No entanto,
no computo geral, observou-se queda no valor das vendas de todas as classes dos produtos
comerciais, em especial dos inseticidas, cuja comercializacdo em valor baixou em 35,18%
comparativamente a 2014. Declinio acentuado também ocorreu com o0s herbicidas, tendo sido
registrado uma queda de 26,38% em igual periodo.

A Figura 1 mostra que durante os Gltimos quatro anos ocorreu um aumento linear
significativo nas vendas de todas as classes de agrotoxicos, tendo em 2014 o &pice em termos

monetarios, e em 2015 foi observada uma ligeira queda.

12
10 A

(em USS bilhao)

2011 2012 2013 2014 2015

Ano
Inseticidas Herbicidas M Acaricidas Fungicidas H Outros

Figura 1: Vendas de agrotoxicos por classe de produto comercial, de 2011 a 2015. **

Em todas as classes de agrotoxicos foi observada, em 2015, uma queda na
quantidade de agrotoxicos vendidos como produtos comerciais e um aumento CoOmo
ingrediente ativo (Figura 2). Isso indica que os agrotoxicos comercializados possuem maiores
concentragdes dos ingredientes ativos, permitindo a diminuicdo das embalagens

comercializadas e maior rendimento da calda de aplicacéo. ™
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Na anélise por classe de produto comercial, observou-se que, em 2015, frente ao
ano anterior, a classe de agrotdxicos de maior acréscimo relativo nas vendas, em termos de
quantidade de produto comercial, foi a dos acaricidas, que registrou expansdo de 13,6%,
sequida pelos fungicidas (expansdo de 12,1%) e pelos herbicidas, com incremento de apenas
4,4%, com os outros apresentando ligeiro crescimento. Entretanto, tais incrementos ndo foram

suficientes para mitigar a queda contabilizada pelos inseticidas (-27,72%).

1.000
800

600

(em 1.000 t)

400

200

2011 2012 2013 2014 2015
Ano

M Produto comercial M Ingrediente ativo

Figura 2: Quantidade vendida de agrotéxicos como produto comercial e ingrediente ativo de 2011 a
2015. "

Dados mais recentes da SINDIVEG indicam que em 2016, o setor de defensivos
agricolas apresentou recuo de 1% nas vendas, atingindo US$ 9,56 bilhdes, contra US$ 9,6
bilhdes em 2015. 2

1.2 Producgéo de hortaligas néo folhosas e folhosas

A producdo de hortalicas nao folhosas tem-se destacado na producédo agricola do
pais, sendo a cultura de tomates a de maior importancia econémica. Segundo dados do censo
agropecudrio de 2006, ** foram produzidos cerca de 900 000 toneladas de tomate estaqueado,
sendo que metade desse montante foi produzida na Regido Sudeste. Dentre o grupo das
hortalicas ndo folhosas, além do tomate, figuram chuchu, pimentdo, pepino, abobrinha,
berinjela, jilo, entre outras, que também tém sua producdo concentrada na Regido Sudeste,

respondendo por quase metade da produgdo nacional, Figura 3 (A).




Camila Honda Ogihara 33

Dissertacdo de Mestrado

Com relacdo a producdo das hortalicas folhosas, a producdo se concentra
principalmente em pequenas e médias propriedades, nas quais, geralmente, séo feitos mais de
um cultivo e com rotacdo dos mesmos, sendo assim, o solo se encontra sujeito a uma
contaminacdo por uma gama maior de agrotdxicos. Assim como no cultivo das hortalicas ndo
folhosas, o cultivo das hortaligas folhosas se concentra na Regido Sudeste em 2006 foram
produzidas cerca de 500 000 toneladas de alface, a cultura mais representativa do grupamento
das hortalicas folhosas, seguida pelas demais culturas avaliadas, sendo na maioria dos casos a
maior parte produzida na Regido Sudeste conforme ilustra a Figura 3 (B), com excecdo das

culturas de cebolinha, coentro e salsa. 3
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Figura 3: Producéo de hortalicas ndo folhosas (A) e folhosas (B), segundo o Censo Agropecuario de
2006. **
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Dentre o total de produtores de horticulturas e floriculturas apenas 9,8% eram de

3 0 que mostra que grande parte da producdo era proveniente de

produtores organicos,
produtores rurais que empregam agrotdxicos em sua producao. Nao foram obtidos dados mais
recentes sobre a producdo de horticulturas, apesar de o Brasil ser um pais de economia
agraria, infelizmente os dados da producgédo e comercializacdo, principalmente das culturas de
menor importancia econdémica (minor crops) séo escassos e carecem de atualizagéo.

Neste trabalho, serdo abordados os agrotoxicos empregados na cultura do tomate e
dos grupos das hortalicas ndo folhosas e folhosas e agrotdxicas ndo autorizadas para essas
culturas encontrados no Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos

(PARA) nos anos de 2013-2015.

1.3.1 Culturas com suporte fitossanitario insuficiente

Com o intuito de criar um suporte fitossanitario legal para as culturas de menor
representatividade econémica e que, na maioria dos casos, ndo possuem agrotdxicos
registrados para aplicacdo, em 16 de junho de 2014 foi instituida a Instrucdo Normativa
Conjunta n°1, entre o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). *

A Instrucdo Normativa Conjunta visa estabelecer as diretrizes e exigéncias para o
registro dos agrotoxicos, seus componentes e afins para culturas com suporte fitossanitario
insuficiente (CSFI), bem como o limite maximo de residuos (LMR) permitido. Portanto, se
denomina CSFI as culturas para as quais existe falta ou nimero reduzido de agrotédxicos e
afins registrados, comprometendo o atendimento das demandas fitossanitarias. Para sanar tais
deficiéncias foram criados grupos de culturas tendo como referéncia uma ou mais culturas
representativas (culturas de maior importancia econémica, area de cultivo, consumo humano,
disponibilidade de agrotdxicos registrados e problemas fitossanitarios semelhantes) e para
esse grupo foram extrapolados, provisoriamente, 0s LMR para 0s demais integrantes do grupo
que ndo possuem agrotoxicos registrados, conforme Anexo | da Instrucdo Normativa
Conjunta, representada parcialmente na Tabela 4.

Dessa forma, estabelece-se que o0s agrotoxicos registrados para as culturas de

tomate e pepino podem ser aplicados em culturas como berinjela, quiabo, chuchu, entre
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outras. O mesmo se aplica para as culturas folhosas, os agrotdxicos registrados para as
culturas de alface e repolho podem ser registrados para as culturas do mesmo grupo.

Tabela 4: Agrupamento de culturas das hortalicas ndo folhosas e folhosas para extrapolacdo de LMR.

Grupo Culturas representativas Agrupamento de culturas

Abdbora (Curcubita moschata), Abobrinha

Tomate (Curcubita pepo), Berinjela (Solanum melogena),

Hortalicas (Solanum licopersicum), Chuchu (Sechium edule), Jilé (Solanum jilo),
néo folhosas Pepino Maxixe (Cucumis anguria), Pimenta (Capsicum
(Cucumis sativus) sp.), Quiabo (Abelmoschus esculentus), Pimentdo

(Capsicum annuum)

Agrido (Nasturtium officinale), Almeirdo
(Cichorium intybus), Brocolis (Brassica oleracea),
Couve chinesa (Brassica sinensis),

Couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis),

Hortalicas Alface ) ) )
) Espinafre (Spinacea oleracea), Rucula (Eruca
folhosas e ervas (Lactuca sativa), ) ) ) )
. ) sativa), Cebolinha (Allium fistulosum), Coentro
aromaticas Repolho (Brassica ) ) )
] (Coriandrum sativum), Salsa (Petroselinum
frescas oleracea var. capitata)

crispum), Horteld (Mentha spicata), Mostarda
(Brassica juncea), Acelga (Beta vulgaris var.
flavescens), Couve (Brassica oleracea), entre outras

culturas.

1.3.2 Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos- PARA

Com a implementagdo da Instrucdo Normativa Conjunta de 2014,
aproximadamente, 800 novos LMR foram estabelecidos para diferentes culturas, estando eles
distribuidos entre as diferentes categorias de classificacdo toxicoldgica: 11% Classe IV
(Pouco Toxico); 60% na categoria Classe Il (Medianamente Téxico); 19% Classe I
(Altamente Téxico) e 10% (Extremamente Téxico). *

Os resultados do relatorio PARA 2013-2015 mostraram que existe uma correlacdo
entre o elevado percentual de residuos de agrotéxicos detectados, ndo autorizados para a
cultura, com os indices de amostras insatisfatorias. A presenca de agrotoxicos ndo autorizados
pode ser explicada pelo fato de haver poucos pleitos de registro por parte das empresas

registrantes para culturas consideradas de baixo retorno econémico.
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Com relagéo ao grupo das hortalicas ndo folhosas, cujos representantes sao o
tomate e o0 pepino, como ilustra a Tabela 5, das 1676 amostras analisadas, a abobrinha foi a
que apresentou a maior porcentagem de amostras contendo agrotdxicos nao autorizados, 81%,
em segundo lugar tem-se o pimentdo com 71% das amostras com agrotdxicos ndo
autorizados. No caso do grupo das hortalicas folhosas e ervas aromaéticas frescas, em que 0s
representantes sdo a alface, couve e repolho, foram analisadas 1167 amostras, tendo sido a
couve a cultura com a maior porcentagem de agrotdxicos ndo autorizados, conforme a
Tabela 5.
Nas Figura 4 e 5 encontram-se 0s agrotoxicos detectados em hortalicas ndo folhosas
(abobrinha, pepino, pimentdo e tomate) e folhosas (alface, couve e repolho), respectivamente,
pelo programa PARA, de 2013 a 2015 ** e que foram estudados no presente trabalho.

Tabela 5: NUmero de agrotoxicos detectados nas amostras monitoradas versus nimero de agrotoxicos

nao autorizados.

N° de agrotdxicos N° de agrotdxicos % de agrotdxicos
) detectados nas NA detectados nas NA do total de
Grupo Alimento .
amostras amostras agrotoxicos
monitoradas monitoradas detectados
Abobrinha* 31 25 81%
Hortalicas Pimentado™ 59 42 71%
nao folhosas Pepino* 38 21 55%
Tomate 63 13 21%
) Alface 42 30 71%
Hortalicas
Couve* 35 29 83%
folhosas
Repolho* 19 10 53%

NA- Nao Autorizado

* Minor crops: Conforme Relatdrio das Analises de Amostras Monitoradas no Periodo de 2013 a 2015.
13
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Atrazina, Azoxistrobina, Difenoconazol,
Tebuconazol *(NA) e Tiametoxam*

Atrazina, Azoxistrobina*, Clorpirifés* (NA),
Difenoconazol*, Fenarimol*(NA), Fipronil*(NA),
Imidacloprido®*, Piraclostrobina*, Profenofés*(NA),
Tebuconazol*e Tiametoxam*

Azoxistrobina*, Difenoconazol*, Fenarimol*,
Imidacloprido®, Profenofés*, Tebuconazol*e
Tiametoxam*

Azoxistrobina*, Ciromazina *, Clorpirifés* (NA),
Difenoconazol*, Fenarimol*(NA), Imidacloprido*,
Lufenurom *, Piraclostrobina*, Profenofds*,
Tebuconazol*e Tiametoxam*

* Valores acima de 0,01 mg kg™; NA= N&o Autorizado

Figura 4: Agrotoxicos estudados detectados em hortalicas ndo folhosas, pelo programa PARA, de
2013 a 2015, ©°

Atrazina* (NA), Azoxistrobina, Ciromazina * (NA),
Clorpirifos* (NA), Difenoconazol *, Fenarimol*
(NA), Imidacloprido *, Piraclostrobina*
(NA),Tebuconazol* (NA), Tiametoxam

Azoxistrobina* (NA), Ciromazina * (NA), Clorpirifés*
(NA), Difenoconazol* (NA), Imidacloprido,

Lufenurom * (NA), Piraclostrobina* (NA),
Tebuconazol* (NA), Tiametoxam™* (NA)

Clorpirifos* (NA), Difenoconazol* (NA),
Imidacloprido *, Profenofds *, Tebuconazol,
Tiametoxam *

* Valores acima de 0,01 mg kg™; NA= N&o Autorizado.

Figura 5: Agrotoxicos estudados detectados em hortalicas folhosas, pelo programa PARA, de 2013 a
2015. °
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1.4 Solo

1.4.1 Definicao, propriedades e composicéo

A Companhia Ambiental do Estado de Séo Paulo (CETESB) define o solo como
sendo um meio complexo, heterogéneo, produto das alteragdes do remanejamento e da
organizacdo do material original (rocha, sedimento ou outro solo), sob acdo da vida, da
atmosfera e das trocas de energia que nele se manifestaram, e é constituido por quantidades
variaveis de minerais, matéria organica, agua da zona ndo saturada e saturada, ar e organismos
vivos, incluindo plantas, bactérias, fungos, protozoarios, invertebrados e outros animais.
Dentre as principais fun¢des do solo estdo a sustentacdo da vida e do habitat para as pessoas,
animais, plantas e outros organismos, manutencdo do ciclo da &gua e dos nutrientes, protecdo

da 4gua subterranea e a producéo de alimentos. *°

As propriedades fisicas do solo (textura, estrutura, densidade, porosidade,
permeabilidade, fluxo de agua, ar e calor) sdo responsaveis pelos mecanismos de atuacao
fisica em poluentes, como a filtracdo e a lixiviacdo e ainda colaboram com a atenuacgéo
quimica e bioldgica. As propriedades quimicas do solo (pH, teor de nutrientes, capacidade de
troca ibnica, condutividade elétrica e matéria organica) juntamente com as atividades
bioldgicas sdo responsaveis pela adsorcdo, fixacdo quimica, oxidacdo e neutralizacdo dos

poluentes. *°

Os solos se constituem em camadas distintas denominadas horizontes,
organizadas de acordo com a profundidade, conforme ilustrado na Figura 6. Os horizontes
foram formados por meio de interagcfes complexas entre processos que ocorreram durante o
intemperismo, resultando em diferentes coloracbes, dependendo do grau de hidratacdo do
ferro, dos teores de calcio, de 6xido de silicio e de matéria organica. O perfil do solo é o
conjunto dos horizontes e/ou camadas que abrangem, verticalmente, desde a superficie até o

material originario. *’

No solo encontram-se trés fases: soélida, liquida e gasosa. A fase soélida é
constituida pelo material parental (rocha) local ou transportado e material organico, originario
da decomposicédo vegetal e animal. A fase liquida é composta por 4gua ou solucdo do solo
(elementos organicos e inorganicos em solucgéo), e a fase gasosa possui composicéo variavel,
de acordo com os gases produzidos e consumidos pelas raizes das plantas e pelos animais

(CO, e O,). * No solo sdo encontradas comunidades de bactérias, de fungos e de
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invertebrados que sdo importantes para a producdo agricola, como as bactérias fixadoras de

nitrogénio.

A fracdo solida de um solo produtivo tipico contém cerca de 5% (m/m) de matéria
organica, que inclui humus e outros compostos em menor quantidade, e 95% (m/m) de
matéria inorganica, composta basicamente por silicio e oxigénio, além dos carbonatos de
calcio e magnésio, magnetita entre outros 6xidos. A matéria organica do solo age como fonte

de nutrientes o que determina, em grande parte, a sua produtividade. *’

Devido a importancia do solo na manutencéo das atividades humanas e da vida
terrestre, a Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU) declarou o ano de 2015 como sendo o
Ano Internacional dos Solos com o intuito de conscientizar a populacéo e seus governantes de
sua importancia e da necessidade de medidas de conservacdo e de manejo sustentavel do solo,
a fim de se evitar a sua degradacdo, visando a seguranca alimentar, as mudancas climaticas e
a reducdo da pobreza, além de se destacar a necessidade de investimentos na &rea e no

monitoramento a nivel global, regional e nacional. *8

r Horizonte O: predominincia de restos orginicos.

Horizonte A: solo fértil, rico em matéria organica
parcialmente decomposta (hiimus), raizes de plantas e
com elevada atividade biologica.

Horizonte E: camada de eluicdo da argila e dos oxidos
de aluminio e ferro, em geral degastada e lixiviada.

Horizonte B: subsolo. acumulacio de matéria organica,
sais e argilas eluidas das camadas superiores.

Horizonte C: rocha de origem alterada.

Leito de rocha

Figura 6: Perfil do solo e seus horizontes (adaptada das referéncias ***').
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1.4.2 Contaminacao de solos por agrotoxicos

O solo atua como um “filtro”, tendo capacidade de depuracao, uma vez que
imobiliza grande parte das impurezas nele depositadas. No entanto, essa capacidade é
limitada, podendo ocorrer alteracdo da qualidade do solo, devido ao efeito cumulativo da
deposicdo de poluentes atmosféricos, aplicacdo de agrotdxicos e fertilizantes e disposic¢do de
residuos solidos industriais, urbanos, materiais toxicos e radioativos. No momento em que um
contaminante ou poluente atinge a superficie do solo, ele pode ser adsorvido, arrastado pelo
vento ou pelas &guas do escoamento superficial, ou lixiviado pelas &guas de infiltragdo,
passando para as camadas inferiores e atingindo as aguas subterraneas. Uma vez atingida as
aguas subterraneas, esse poluente sera entdo carreado para outras regides, através do fluxo

dessas 4guas. *°

O destino dos agrotdxicos no solo é controlado pelas propriedades quimicas,
bioldgicas e fisicas dessa matriz. Estes processos podem ser agrupados naqueles que afetam a
persisténcia, incluindo a degradacdo quimica e a microbiana, e aqueles que afetam a
mobilidade, como a sorcdo, captacdo pelas plantas, erosdo, volatilizacdo, vento, escoamento e
lixiviacdo (Figura 7). Existem trés tipos de degradacéo dos agrotéxicos no solo: quimica,

fotodegradacgdo e microbiologica.

As degradacdes dos agrotoxicos nas plantas, nos animais e no ambiente, causadas
por mecanismos bioldgicos, quimicos e fisicos, geram produtos de transformacéo (do inglés,
Transformation Products, TPs) ou metabdlitos. Esses compostos possuem propriedades
fisico-quimicas diferentes das moléculas que o originaram, podendo ser mais toxicos e mais

persistentes.

Os fatores que influenciam a persisténcia dos agrotoxicos no solo estdo
relacionados com o agrotoxico em si, como a estrutura quimica, a volatilidade, a solubilidade,
a formulacdo, a concentracdo, 0 modo de aplicacdo (frequéncia, método de aplicacdo e
guantidade), com o solo, como as condi¢des no qual ele se encontra (aspectos geograficos,
fauna e flora, populacdo de microrganismos, presenca de poluentes e agrotoxicos, tipo de
irrigacdo, entre outros), com o tipo de solo (textura, estrutura, compactacdo, quantidade de
matéria organica, pH, entre outros) e com as condi¢Oes climaticas, como temperatura,

radiacdo solar, umidade relativa, evaporagdo, pluviosidade e movimentacao do ar. A analise
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da persisténcia dos agrotoxicos no solo é relevante no que se diz respeito ao risco da poluicéo
dos corpos hidricos subterraneos e superficiais. *°
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Figura 7: Destino dos residuos de agrotoxicos no solo (adaptada da referéncia *).

Pose-Juan et al. ?° analisaram a relagdo entre a distribuicdo temporal e espacial de
17 agrotdxicos em solos de planta¢cdes de uva na Espanha. Nesse estudo, verificou-se que 0s
agrotoxicos das classes dos herbicidas, inseticidas e fungicidas foram encontrados em regifes
diferentes das analisadas, mas apenas para os herbicidas foi possivel relacionar a distribuicdo
temporal e espacial, devido ao tipo de aplicacdo realizada. Foram encontrados o fungicida
metalaxil, os herbicidas terbutilazina e fluometurom e o inseticida metoxifenozida em niveis
semelhantes aos encontrados em aguas subterraneas e superficiais da regido, demonstrando

gue a contaminacdo do solo nas regides estudadas atingiu o lencol freatico.

1.4.2 (a) Degradacao quimica

A degradacdo quimica dos agrotoxicos ocorre através de reacdes, como
oxidacdo/reducdo, hidrolise, conjugacdo e rearranjo e € caracterizada pela quebra dos
agrotoxicos em que ndo h& o envolvimento de seres vivos. Das reagdes citadas, a hidrolise
merece destaque no que diz respeito & degradacéo de agrotdxicos em solos. *

Os fatores que influenciam a degradacdo quimica séo basicamente: *
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+ Conteldo de matéria organica e argila: A quantidade de matéria organica e de argila
sdo o0s dois componentes que mais influenciam na degradacdo quimica, pois
proporcionam maior area superficial para degradacéo hidrolitica;

+ pH: Afeta os processos hidroliticos de dissipacdo e depende da natureza dos
agrotoxicos, pois alguns podem sofrer hidrolise &cida ou basica;

+ Temperatura: Com o aumento da temperatura, as moléculas adquirem maior energia e,
dessa forma, podem se mover mais rapidamente, favorecendo algumas reac6es como a
hidrolise;

+ Natureza dos substituintes: A reatividade dos agrotoxicos depende dos substituintes
presentes na molécula. Alguns substituintes sdo substituidos mais facilmente em

reacOes de hidrdlise e os produtos gerados sdo estaveis em meio aquoso.

A hidrolise pode ocorrer de forma abidtica ou bidtica, sendo fortemente
dependente do pH e do pK, do composto, mas as condi¢cdes climéaticas e a temperatura
também podem influenciar na taxa de decomposicdo por hidrolise. Os produtos da hidrélise
s30 geralmente mais polares e mais solGveis em 4gua que seus compostos de origem.  Os
agrotoxicos avaliados neste trabalho apresentam alta estabilidade a hidrélise, o que permite

gue permanecam maior tempo no solo em sua forma original, possibilitando a sua detecc#o.

1.4.2 (b) Fotodegradacgéo

A fotodegradacdo resulta na quebra dos agrotoxicos pela luz solar e pode ocorrer
na folhagem, na superficie do solo, na 4gua e até mesmo no ar. * A fotodegradacdo pode
ocorrer de forma direta ou indireta (induzida por outra molécula denominada
fotossensibilizador). No processo direto, um féton é absorvido pelo agrotdxico resultando na
clivagem da ligagdo quimica. No processo indireto, o foton € absorvido pelo
fotossensibilizador para produzir espécies reativas capazes de degradarem o agrotdxico.
Grupos quimicos diferentes nos agrotoxicos possuem diferentes mecanismos de
fotodegradagdo, como perda de um grupo alquil, halogénio ou hidroxila, quebra da ligagéo
alcoxi, amida, amino-alquil e éster, fotoisomerizacdo, hidroxilacdo e reacbGes de

descarboxilag#o.

A fotodegradacdo dos agrotoxicos € influenciada pela intensidade da luz solar,
propriedades do local de aplicacéo, tempo de exposicéo, propriedades dos agrotoxicos, pH do

meio, profundidade da &gua, e presenca de ions comuns. As reacfes fotoquimicas
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desempenham um papel fundamental na degradacdo ambiental dos agrotoxicos e as presencas
de grupos cromoforos ou complexos metal-orgénicos facilitam a degradacdo devido a
absorcédo direta da energia. A fotodegradacao nos solos é aumentada na presenca da matéria

organica do solo, como &cido fulvico e acido hiimico. *

1.4.2 (c) Degradacéo microbiologica

A degradacdo bioldgica ocorre quando os microrganismos do solo consomem ou
quebram as estruturas dos agrotdxicos. Esses microrganismos sdo encontrados basicamente na

porcéo superior do solo onde a quantidade de matéria organica é maior. *

Os processos bioldgicos, principalmente a degradacdo microbioldgica, sdo muito
eficazes na degradacao dos agrotdxicos em solos e em aguas. Sob condigdes apropriadas, 0s
microrganismos podem utilizar os agrotoxicos como nutrientes e permitir a sua mineralizacao.
No entanto, muitos agrotéxicos possuem grupos quimicos em sua estrutura que nao sdo

biodegradaveis, como os organoclorados. 2

Como mencionado, o solo possui um ecossistema complexo habitado por
inimeros seres vivos: bactérias, fungos, plantas, nematodeos, microartropodes, entre outros.
A funcdo exata dos microorganismos ndo estd bem elucidada, mas se sabe que o uso de
agrotoxicos além de gerar poluicdo das aguas, também afeta negativamente a comunidade

microbiana do solo. %

No processo de degradacdo microbioldgica, os agrotdxicos sdo absorvidos dentro
da membrana celular dos microorganismos e as enzimas quebram o0s agrotoxicos em

fragmentos menores, gerando como produto final os minerais. *

A distribuicdo dos microorganismos no solo ndo é homogénea, a maior parte da
populacdo se concentra na superficie devido a maior quantidade de matéria organica. A
degradacdo bacteriana predomina em solos e aguas com pH > 5,5, enquanto que em meio

4cido a degradacéo por fungos se torna predominante. *

Os fatores que influenciam na degradacdo microbioldgica no solo séo

basicamente: *
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+ Mobilidade, se um agrotoxico estiver fortemente ligado ao solo o processo de
biodegradacdo pode ndo ocorrer. O conteddo de matéria organica no solo influencia
fortemente a ligacdo apolar dos agrotoxicos no solo e sua biodegradacéo;

+ Metabolismo primario/secundario: o metabolismo primario ocorre quando 0s
microorganismos séo capazes de derivar a energia do metabolismo de um agrotdxico. A
populagdo microbiana é diretamente proporcional a concentracdo dos agrotoxicos. Se a
populacdo microbiana ndo usa esses compostos como fonte de energia primaria, ocorre o
metabolismo secundario em que o agrotoxico é degrado a medida que outros materiais do
solo sdo degradados;

+ Temperatura: alta temperatura aumenta a taxa de degradacdo devido ao aumento da
atividade metabdlica dos microorganismos;

+ pH: a degradacdo microbiana aumenta com o pH;

+ Umidade do solo: solos encharcados em combinacdo com um nimero elevado de
nutrientes promovem o crescimento de espécies microbianas anaerdbicas. As bactérias,
em geral, requerem um alto nivel de umidade para a degradacéo;

+ Matéria organica: em solos ricos em matéria organica, geralmente a degradacdo dos
agrotoxicos aumenta;

+ Estrutura do agrotdxico: a degradacdo microbiana dos agrotéxicos depende da estrutura

dos mesmos para que ocorra a degradacao.

Como exemplos da influéncia dos agrotoxicos na microbiota do solo pode-se citar
alguns dos agrotdxicos estudados no presente trabalho, como o herbicida napropamida, que
inicialmente reduz a abundéncia de bactérias e fungos e, ap6s alguns dias, causa 0 aumento

das bactérias Gram negativas e dos fungos, 2

0 inseticida cipermetrina, que eleva a
comunidade de bactérias Gram negativas e diminui a quantidade de bactérias do filo
Fermicutes (geralmente Gram positivas), 2° o inseticida clorpirifés, que diminui a atividade

2

microbiana no solo ?* e o fungicida tebuconazol que gera uma perturbagdo negativa na

comunidade bacteriana. 2°

Os herbicidas sdo os compostos quimicos que mais poluem o solo e interferem
nos organismos que nele habitam, pois, para serem eficientes, precisam entrar em contato

direto com o mesmo e devem permanecer por tempo suficiente para serem eficazes. *’
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1.5 Legislacéo

No Brasil ndo existe uma legislacdo especifica que estabelece os limites maximos
de residuos de agrotoxicos em solos, sendo assim, o estudo teve como base a dose utilizada
em campo no combate das principais doengas que atingem o grupo das hortali¢as ndo folhosas
e folhosas. Devido a essa limitacdo em termos de legislacdo, serdo informadas a Portaria
2.914/2011 que dispGe sobre a qualidade da agua para consumo humano, uma vez que uma
das implicagdes da contaminacdo do solo por residuos de agrotdxicos é a contaminacdo de
aguas superficiais e subterraneas; os valores orientadores estipulados pela CETESB vigentes
com respeito a qualidade da &gua subterrénea e o solo e a Resolugdo CONAMA 420/2009 que
também estipula os valores orientadores para solo e 4guas subterraneas.

O Ministério da Saude, por meio da Portaria 2.914 de 12 de dezembro de 2011,
revogada em 03 de outubro de 2017, através do Suplemento DOU n° 190 no qual foi
publicado a Portaria de Consolidagdo n° 5, de 28 de setembro de 2017, que através do Art.
864, inciso CXXXIII dispde sobre os procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade. Nessa portaria, estdo definidos os
parametros de potabilidade da &gua incluindo os valores maximos permitidos para um nimero
restrito de agrotdxicos. Segundo a portaria, 0 plano de amostragem para 0s agrotoxicos
considera a avaliacdo dos seus usos na bacia hidrografica do manancial de contribuicdo, bem
como a sazonalidade das culturas. * Nos Estados Unidos a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos EUA (do inglés, Environmnental Protection Agency, EPA) também estipula os valores
maximos permitidos de alguns agrotoxicos em agua potavel por meio de seu Regulamento
Nacional de Agua Potavel. >” Os valores méaximos permitidos para agrotoxicos de ambos se

encontram na Tabela 6.

A CETESB, no estado de S&o Paulo através da Decisdo de Diretoria N°
256/2016/E, de 22 de novembro de 2016, estabelece limites de residuos de agrotéxicos
organoclorados com os chamados valores orientadores (de referéncia de qualidade, de
prevencdo e de intervencdo, para uso agricola, residencial e industrial), no solo e na &gua
subterranea, como mostrado na Tabela 7.2 Esses valores geralmente s&o maiores quando
comparados aos retratados na Resolugio CONAMA N° 420, de 28 de dezembro de 2009 %,
no entanto, o escopo de agrotoxicos da CETESB é mais abrangente.
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Tabela 6: Valores permitidos segundo a Portaria 2.914 do Ministério da Saude % @ segundo 0
Regulamento Nacional de Agua Potével dos Estados Unidos. %/

Agrotoxicos

Ministério da Saude

Regulamento Nacional de Agua
Potéavel

Valor maximo permitido (ug L)

Valor maximo permitido (ug L)

24D+245T 30 24D=70e2,45T=50
Alaclor 20 2
Aldicarbe +
Aldicarbesulfona + 10 -
Aldicarbesulféxido
Aldrim + Dieldrim 0,03 -
Atrazina * 2 3
Carbendazim + Benomil 120 -
Carbofuram 7 40
Clordano 0,2 2
Clorpirifos * +
el 30 -
Clorpirifés-oxon
DDT + DDD + DDE 1 -
1,2-Dibromo-3- i 0.2
cloropropano ’
Dalapom - 200
Dinosebe - 7
Diquat - 20
Diurom 90 -
Endossulfam (a., B, € sais) 20 -
Endotal - 100
Endrim 0,6 2
Glifosato + AMPA 500 700
Heptaclor - 0,4
Heptaclor epdxido - 0,2
Hexaclorobenzeno - 1
Lindano (gama HCH) 2 0,2
Mancozebe 180 -
Metamidofés 12 -
Metolacloro 10 -
Metoxicloro - 40
Molinato 6 -
Oxamil - 200
Parationa Metilica 9 -
Pendimentalina 20 -
Permetrina ** 20 -
Picloram - 500
Profenofés * 60 -
Simazina 2 4
Toxafeno - 3
Tebuconazol * 180 -
Terbufoés 1,2 -
Trifluralina 20 -

* Agrotoxicos estudados no presente trabalho;
** Agrotoxico pertencente ao mesmo grupo quimico da a-cipermetrina (composto analisado no trabalho).
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Tabela 7: Valores orientadores para agrotoxicos organoclorados em solos e aguas subterrneas,

Aguas
Solos (mg kg ™ massa seca) Subterraneas
- LY
Agrotoxicos < (g
Organoclorados R\é?;?gnci:?a Valor de Valor de Intervengao (V1) Valor de
Qualidade Pre(\\/c/ag;;ao Agricola | Residencial | Industrial InteR//elglgao
(VRQ)
Aldrim - 0,02 0,4 0,8 6
Dieldrim : 0,01 0.3 0,8 59 0.03 (@)
Endrim - 0,001 0,8 2,5 17 0,6
Carbofuram - 0,0001 0,3 0,7 3,8 7
Endossulfam - 0,7 4,7 12 66 20 (a)
DDD - 0,02 1 7,5 23
DDE - 0,01 1,2 8,5 25 1(b)
DDT - 0,01 55 22 82
HCH alfa - 0,0003 0,002 0,02 0,04 0,05
HCH beta - 0,001 0,01 0,06 0,2 0,17
HCH gama : 0001 | 0008 | 0,06 0.2 2
(Lindano)

VQR- Valor de Referéncia de Qualidade: é a concentracdo de determinada substancia no solo ou na agua
subterranea, que define um solo como limpo ou a qualidade natural da 4gua subterrénea.

VP- Valor de Prevencdo: é a concentracdo de determinada substancia, acima da qual podem ocorrer alteracGes
prejudiciais & qualidade do solo e da agua subterr@nea. Este valor indica a qualidade de um solo capaz de
sustentar as suas fun¢des primérias, protegendo-se os receptores ecolégicos e a qualidade das aguas subterraneas.
Para a manutencdo da multifuncionalidade do solo deve-se considerar a protecdo da biota do solo (receptores
ecoldgicos), a protecdo da &gua subterrnea (importante recurso hidrico) e a protecdo a satde humana. O valor
mais restritivo, dentre estes trés critérios, foi definido como o valor de prevencao.

VI- Valor de Intervencdo: é a concentracdo de determinada substancia no solo ou na dgua subterranea acima da
gual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saide humana, considerando um cenario de exposigao
genérico.

(a) Somatoéria de endossulfam e sais; (b) Somatéria dos isbmeros ou metabdlitos.

Com relacdo as normas estabelecidas em outros paises, tem-se a Lista Holandesa
%0 ho qual sdo reportados os valores orientadores para solos e aguas subterraneas para diversas
substancias incluindo algumas classes de agrotoxicos, cujo seus valores estdo descritos na
Tabela 8. A Lista Holandesa engloba além do grupo dos agrotéxicos da classe quimica dos
organoclorados, também determinados agrotoxicos organoestanhosos, herbicidas de acido

clorofenoxiacético, triazinas e carbamatos. *
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Tabela 8: Valores orientadores de intervencgdo para agrotoxicos em solos e aguas subterraneas
segundo a Lista Holandesa. *

Classe _ ?olos Aguas Subterraneas
Quimica Agrotoxicos (mg kg ™~ massa seca) (ug L™
Valores de Intervencdo | Valores de Intervengéo
Clordano 4 0,2
DDT 1,7 -
DDE 2,3 -
DDD 34 -
DDT/DDE/DDD - 0,01
Aldrim 0,32 -
Dieldrim - -
Endrim - -
Organoclorados Drins 2 01
a-endossulfam 4 5
o-HCH 17 -
B-HCH 1,6 -
v-HCH (lindano) 1,2 -
HCH compostos - 1
Heptacloro 4 0,3
Heptacloro-epoxido 4 3
Compostos
Organoestanhosos organoestanhosos 2,5 0,7
Herbicidas _de gc_ldo MCPA 4 50
clorofenoxiacético
Triazina Atrazina 0,71 150
Carbamato Carbaril 0,45 50
Carbofurano 0,017 100

1.6 Preparo de amostra aplicado na extracdo de agrotoxicos de matrizes solidas

A extracdo visa remover, 0 maximo possivel, os analitos presentes na matriz, por
isso € essencial que os parametros de extracdo sejam otimizados. Contudo, deve-se considerar
que nenhuma técnica de extracdo com solvente pode ser utilizada para todos os tipos de
amostras, pois a selecdo da técnica depende de diversos fatores como, complexidade da

matriz, seu estado fisico e as propriedades dos analitos. **

Na literatura sdo descritas diversas técnicas utilizadas para a extracdo de
agrotoxicos dos solos baseadas, em sua maioria, na extracdo solido - liquido (do inglés,
Liquid-Solid Extraction, LSE). Esse conjunto de técnicas, ditas como convencionais, foram as
primeiras desenvolvidas e sdo caracterizadas por sua morosidade, laboriosidade e por
problemas relacionados a evaporacdo de grandes volumes de solventes. Porém, como s&o

usados materiais simples para sua execugdo, essas técnicas ainda sdo frequentemente
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utilizadas em laboratérios de anélises. * Dentre essas técnicas podem-se citar a extragdo por
Soxhlet, agitacdo mecanica e banho ultrassom. *

A extracdo Soxhlet foi utilizada por muitos anos, sendo aceita por agéncias
regulatérias como a EPA e a Administracdo de Alimentos e Farmacos dos EUA (do inglés,
Food and Drug Administration, FDA), e tem sido empregada como referéncia para
comparagdo com novas técnicas de extragdo. Porem, como sdo utilizados longos periodos de
aquecimento, pode ocorrer a degradacdo de compostos termolabeis e, além disso, é necessario
0 uso de solventes organicos fortes, os quais ndo solubilizam a matéria orgéanica, o que
prejudica a analise. As alternativas para esses problemas sdo a extracdo por agitacdo mecanica
ou por ultrassom que permitem realizar a analise em temperatura ambiente e usar misturas de

solventes organicos e agua ou até mesmo solucdes alcalinas. *

Nas ultimas décadas, houve um grande avan¢o na area de andlise de residuos de
agrotoxicos, buscando diminuir o tempo de anélise e a quantidade de solventes, bem como o
uso de solventes menos agressivos ao meio ambiente e alcancar limites de deteccdo e
quantificacdo cada vez menores. Sendo assim, outras técnicas foram desenvolvidas, como a
extracdo por fluido supercritico (do inglés, Supercritical Fluid Extraction, SFE), extracdo
com &gua subcritica (do inglés, Subcritical Water Extraction, SWE) e a extracdo com agua
subcritica pressurizada (do inglés, Pressurized Subcritical Water Extraction, PSWE), **
extracdo por liquido pressurizado (do inglés, Pressurized Liquid Extraction, PLE) também
denominada por extracdo acelerada por solvente (do inglés, Accelerated Solvent Extraction,
ASE), extracao assistida por micro-ondas (do inglés, Microwave Assisted Extraction, MAE),
novas modalidades de extracdo Soxhlet, dispersdo da matriz em fase solida (do inglés, Matrix
Solid Phase Dispersion, MSPD) e as miniaturizadas, como a microextracdo em fase solida (do
inglés, Solid Phase Microextraction, SPME). **

Mais recentemente, outros métodos foram desenvolvidos, como o método
QUECHhERS (acrénimo de Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), e as técnicas
combinadas como a SFE-DLLME (Supercritical Fluid Extraction - Dispersive Liquid—Liquid
Microextraction). ** A Tabela 9 resume as principais caracteristicas de algumas técnicas de

extracdo em matrizes solidas mais utilizadas e a Tabela 10 compara algumas delas.

Na técnica de SFE, um fluido em condigfes supercriticas de temperatura e presséo
¢ bombeado através do solo, ndo sendo necessario o uso de solventes. Devido as

caracteristicas intermediarias entre um gas e um liquido desse fluido, como a menor
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Tabela 9: Técnicas de preparo de amostras sélidas (Continua).

Técnicas de
Preparo de
Amostra

Principios da Técnica

Comentarios

Extracéo Sélido -
Liquido

A amostra e o solvente sdo colocados em um recipiente
fechado e agitados; a solucéo resultante é separada do sélido
por filtracdo (também é chamada de técnica do “frasco
agitado”).

O solvente pode ser fervido ou submetido ao refluxo
para melhorar a solubilidade; a amostra deve estar em
um estado finamente dividido para auxiliar o processo
de lixiviacdo do analito.

Extracdo Soxhlet

A amostra é colocada em um filtro de extracéo; o refluxo do
solvente gera um fluxo que passa pelo filtro de extracdo e
extrai os analitos que sdo recolhidos continuamente num baldo
de ebulicéo.

A extragdo ocorre pelo contato com o solvente; a
amostra deve ser estavel no ponto de ebulicdo do
solvente; € um processo lento, mas a extracdo &
realizada sem vigilancia até estar completa; excelentes
recuperagdes (usada como referéncia para comparar
com outras técnicas de extracdo de amostras sélidas).

Extracao por
Fluido
Supercritico (SFE)

A amostra é colocada em um recipiente de fluxo, o fluido
supercritico (por exemplo, o CO,) passa através da amostra;
apos despressurizardo, o analito extraido é recolhido.

Para modificar a polaridade do fluido em SFE e variar
a sua densidade, modificadores organicos s&o
adicionados.

Extracao por
Fluido
Pressurizado
(PLE)/ Extragdo
Acelerada por
Solvente (ASE)

A amostra e 0 solvente extrator sdo colocados em um
recipiente selado e aquecidos acima do ponto de ebulicdo do
solvente, fazendo com que a pressao no recipiente aumente; a
amostra extraida € removida e transferida para um pequeno
frasco para posterior tratamento.

Aumenta consideravelmente a velocidade do processo
de extracdo sélido - liquido; pode ser automatizada; a
amostra extraida encontra-se diluida e exige
concentracgao posterior.
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Tabela 9: Técnicas de preparo de amostras solidas (Concluséo).

Técnicas de
Preparo de
Amostra

Principios da Técnica

Comentarios

Extracdo Assistida
por Micro-ondas
(MAE)

A amostra é colocada em um frasco aberto ou fechado e
aquecida por radiacdo micro-onda.

Em frascos fechados, a técnica MAE permite o uso de
pressdo para melhorar a extracao.

Disperséo da
Matrix em Fase-
Sélida (MSPD)

Um sorvente ou dispersante € usado como um abrasivo para
produzir transtornos na arquitetura da matriz da amostra e a
ligagéo do solvente para remover a amostra durante o processo
de mistura.

Amostras solidas ou viscosas (= 0,5 @) sdo
homogeneizadas em um almofariz ou outro recipiente
adequado, com cerca de 2 g de sorvente SPE (por
exemplo, Cig). A mistura é transferida para uma
coluna vazia e os analitos sdo eluidos com um
solvente.

Extracdo com

Agua em estado subcritico é utilizada com solvente na
extracédo dos analitos.
Como a temperatura da agua liquida aumenta sobre pressdo, a

Resultados comparaveis a extracdo Soxhlet, porém
mais répida e sem o uso de grandes quantidades de
solventes organicos.

Agua Subcritica cerca de 100 e 374 °C, a polaridade decresce notavelmente e
(SWE) . x . : .
isso pode ser usado na extracdo de diversos tipos de analitos.
O método QUEChERS baseia-se numa extracdo salting-out | Pode ser utilizado em trés versdes, nas quais a
Método com um solvente que, geralmente, € a acetonitrila. mudanca se faz basicamente nos sais utilizados para
QUEChERS manter o pH do meio. Dependendo da matriz pode nao

ser necesséria a etapa de clean up.

Adaptado das referéncias

31; 35; 36
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Tabela 10: Comparagdo entre as técnicas de extragdo sélido - liquido.

Técnica de
Extragdo

Caracteristicas

Vantagens

Desvantagens

Extragéo Sélido -
Liquido por Soxhlet

Tempo: 3-48 h

Amostra: 1-30 g

Solvente extrator: 100-500 mL
Somente solventes organicos

Amostra fica em contato com o solvente durante
toda a etapa de extracéo.

Néo é necessaria filtragdo ap0s a extracao.
Procedimento bem conhecido.

Amplo emprego no campo de extragdes por mais
de um século.

Longo tempo de extragao

Elevado consumo de solventes
Degradacéo de alguns agrotdxicos,
como N-metilcarbamatos

Requer etapa de clean up

Extracéo Sélido -
Liquido
Descontinua

Tempo: 10 min-18 h

Amostra: 1-30 g

Solvente extrator: 30-200 mL
Solventes organicos, agua ou misturas
Ultrassom ou agitagdo mecanica

Mdltiplas extracGes
Executado em temperatura ambiente, evitando a
degradacdo de alguns agrotdxicos

Requer filtracdo ou centrifugacéo
Elevado consumo de solventes
Requer etapa de clean up

Tempo: 3-30 min
Amostra: 1-10 g

Extracdo rapida

Solvente extrator precisa absorver
radiacdo micro-ondas

MAE Solvente extrator: 10- 40 mL * Baxo Yolu_me d? solvente§ . Degradacéo de alguns agrotéxicos
Solventes organicos, 4gua ou misturas e Extracdo simultdnea de multiplas amostras Requer etapa de clean up
Quando é acoplado on-line, o
Tempo: 5-60 min e Extracdo rapida armazenamento em sorvente tem
PLE Amostra: 0,4-30 g e Baixo volume de solventes tempo de vidg curto (deve ser
Solvente extrator: 1-50 mL e Nao requer filtracdo trocado depois de 7-8 h).
Solventes orgénicos, 4gua ou misturas e Sistema automatizado Degradacéo de alguns agrotoxicos
Requer etapa de clean up
Tempo: 15-20 min e Extracdo rapida
Amostra: 1-15 g e  Baixo volume de solventes Baixo fator de concentracéo da
QuEChERS Solvente extrator: 4-40 mL e Executado em temperatura ambiente evitando a amostra

Solventes organicos e agua
(Usualmente acetonitrila e agua)

degradacdo de alguns agrotdxicos
Método flexivel e de facil execugao

Adaptada da referéncia. *
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viscosidade, quando comparado a um liquido, 0 mesmo pode se difundir mais facilmente e
proporcionar uma melhor extragdo. Além disso, para melhorar a seletividade da extragdo
pode-se ajustar a presséo e a temperatura do mesmo. * O fluido mais utilizado é o CO, que
possui como vantagens ser quimicamente inerte e possuir temperatura e pressdo criticas
moderada. *

Semelhantes a SFE tém-se as técnicas SWE e a PSWE, nas quais se utiliza 4gua
no estado subcritico como solvente para extrair poluentes organicos dos solos, como
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (do inglés, Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAH),
bifenil policlorados (do inglés, Polychlorinated Biphenyls, PCB) e agrotéxicos. ** As
vantagens de se utilizar a &gua em condig¢des subcriticas em temperatura entre 100-374 °C e
alta pressdo residem no decréscimo acentuado da polaridade, da viscosidade e da tensdo
superficial, o que permite extrair compostos de baixa polaridade em alta temperatura e
compostos altamente polares em baixa temperatura. Ambas as técnicas sdo consideradas
“amigas do meio ambiente” uma vez que utilizam dgua ou fluido supercritico como
alternativas ao uso de solventes organicos. No entanto, as técnicas SWE e SFE apresentam
algumas desvantagens, como baixa eficiéncia de extracdo, e ndo podem ser utilizadas com
compostos instaveis termicamente e devem ser otimizados muitos parametros. *°

A PLE, também é chamada de extracdo acelerada por solvente, que seria 0 home
do primeiro equipamento comercial desenvolvido pela empresa Dionex para ser utilizado com
essa técnica. Nessa técnica, a amostra € colocada em um dispositivo semelhante a um
cartucho de extracdo e os analitos sdo extraidos da matriz por um solvente ou uma mistura de
solventes que s30 mantidos em temperatura e pressdo relativamente altas. *> A PLE é muito
semelhante a SWE, com excecdo dos solventes utilizados (no caso, a PLE utiliza solventes
organicos ou misturas de solventes organicos e agua) e, portanto, apresenta as mesmas
desvantagens relacionadas com a estabilidade dos compostos a serem extraidos e a
seletividade da extracdo, mas devido a diferenca no solvente tem-se uma maior possibilidade
de contornar esses problemas. *°

Na extracdo assistida por micro-ondas, em principio, somente amostras ou
solventes contendo compostos dipolares ou materiais que absorvem radiacdo micro-ondas
podem ser utilizados, porém recentes estudos mostraram a possibilidade do uso de solventes
apolares na extracdo de agrotéxicos organofosforados.*” Devido ao tempo de anélise curto,
que previne a degradacdo de alguns compostos e, consequentemente, a possibilidade de

analise de algumas substancias termicamente instaveis, seu uso foi bastante difundido na
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extracdo de agrotoxicos de solos, como as triazinas >, os carbamatos * e os organoclorados
40.

A dispersdo da matriz em fase sélida consiste basicamente de trés passos: 1) a
amostra é misturada com o material dispersante (sorvente) em um almofariz com o auxilio de
um pistilo; 1) o p6 obtido é transferido para um cartucho de extracdo em fase solida e
comprimido; 111) a eluicéo é realizada com o auxilio da gravidade ou de uma bomba a vacuo,
utilizando-se um solvente adequado ou uma mistura de solventes. O sucesso dessa técnica se
deve a sua simplicidade (ndo requer nenhuma instrumentacdo especifica ou equipamento),
flexibilidade, robustez, rapidez, baixo custo e ao fato da extracéo e do clean up (se necessario)
poderem ser realizadas em uma Unica etapa quando as amostras sdo pequenas. **

As condicGes de analises da MSPD sao brandas, temperatura e pressdo ambientes,
preservando a degradacdo e a desnaturacdo dos analitos. Quando os analitos possuem uma
interacdo muito forte com a matriz, pode ser utilizada a extragdo com liquido pressurizado. *

Devido as vantagens citadas anteriormente, a MSPD tem sido alvo de diversos

artigos que ressaltam as tendéncias da técnica *% %% 4

e, principalmente, 0s novos sorventes,
como o0s polimeros impressos molecularmente (do inglés Molecularly Imprinted Polymers,
MIP). ** Sua aplicacdo vasta na area de anélise de agrotéxicos se estende & matrizes diversas,
como o solo * e as frutas *’. Porém, apesar das vantagens citadas, esta técnica possui como
desvantagem a dificuldade de automac&o > que pode refletir em uma menor reprodutibilidade

da analise.

A miniaturizacdo do preparo de amostras combinada com as técnicas
cromatograficas teve uma grande importancia no desenvolvimento de métodos mais limpos de
analise. O acoplamento on-line de técnicas de preparo de amostras miniaturizadas com
microcolunas gera um sistema com inUmeras vantagens, como analise rapida, com alta
eficiéncia, baixo custo operacional devido ao consumo reduzido de solventes, e alta
seletividade. *® Dentre as técnicas miniaturizadas utilizadas na extragdo de agrotoxicos de
solos podem-se citar a microextracao liquido-liquido dispersiva (do inglés, Dispersive Liquid-
Liquid Microextraction, DLLME) *“ e a microextracdo em fase solida (do inglés, Solid Phase

Microextraction, SPME). *°

As novas tendéncias em relacdo as técnicas de extracdo apontam para 0 emprego
de técnicas combinadas, que proporcionam melhores resultados. Um exemplo é a combinacao
da extracdo com fluido supercritico com a microextracdo liquido-liquido dispersiva que

minimiza os problemas encontrados na extragdo com fluido supercritico (off-line), como a
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evaporacdo do solvente coletado no final da extracdo para obter um alto fator de

concentracdo. ¥

O método QUEChERS ¢é baseado em uma etapa de extracdo salting-out com
solvente, geralmente acetonitrila, seguida por uma extracdo em fase solida dispersiva (do
inglés, Dispersive Solid Phase Extraction, d-SPE). Este método € muito flexivel e apresenta
varias vantagens que se encontram descritas em seu nome: Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe (rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro). Por ser alvo de estudo neste
trabalho, essa técnica sera descrita com mais detalhes a seguir.

1.7 Método QUEChERS

O método QUEChERS, Figura 8 (A), foi desenvolvido em 2003, por

Anastassiades et al. **

, para a analise de multirresiduos de agrotdxicos em frutas e vegetais.
Desde a sua criacdo, modificacbes foram introduzidas, como a extracdo efetuada com
acetonitrila acidificada com 1% (v/v) de &cido acético e o tamponamento a pH=4,8
promovido pela troca do cloreto de sodio pelo acetato de sédio na etapa de particdo,
originando, em 2005, a versio QUEChERS ‘Acetato” desenvolvida por Lehotay et al. 52
(AOAC Official Method), Figura 8 (B). Mais tarde, em 2007, Anastassiades et al. *
propuseram a versdo QuEChERS ‘Citrato” (Standard Method EN 15662- European
Commitee for Standardization (CEN)). E que utiliza uma mistura de citrato de sddio
diidratado e hidrogenocitrato de sodio sesquiidratado para gerar um efeito tamponante em

pH=5,0-5,5, Figura 8 (C).

O método de preparo de amosta QUEChERS consiste basicamente em trés etapas:
(1) extracao realizada com acetonitrila; (2) particdo promovida pelos sais adicionados, como 0

sulfato de magnésio e o cloreto de sodio e (3) etapa de limpeza do extrato utilizando a d-SPE.

Na etapa de extracdo, a acetonitrila é o solvente mais comumente empregado por
possibilitar a extracdo de uma ampla faixa de analitos, com diferentes polaridades, e por ser
compativel com as técnicas instrumentais de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial (do inglés, Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-
MS/MS) ou de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas sequencial (do

inglés, Gas Chromatography -Tandem Mass Spectrometry, GC-MS/MS). >
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=1{ g =mosta
=10 ml acetonitrila

N

» N\

=1 mL sobrenadant=
=4 g hig50, =150 mg Mg50,
=1 gNall =25 me PEA

» 15z amostra Pﬂrtl + 1 mL zobrenadante
» 153 mL acetonitrila~ + 6 g M0y + 130 mg MgS0,
1% (viv)deidoacstico | | .1 55 CH,COONa + 30 mg PSA

C)
=10 g amosta =1 mL sobrenadant=
=10 mL ac=tonditrila 4 g ME0y =150 mg M50,
=1 Mzt =15 megBP5A
1 g HMN=0- HO

~05 £ CHN=O: 15 H:0 Limpeza

Figura 8: Método QUEChERS em suas trés versoes (A) “Original”, (B) “Acetato” e (C) “Citrato”
Adaptado da referéncia. **

A etapa de particdo realizada com o uso de sais, como o cloreto de sddio,
promove o efeito salting-out, utilizado em diversos métodos de extracdo de multirresiduos de
agrotoxicos. A adicdo de sais secantes, como o sulfato de magnésio, proporciona a remocao
da 4gua e seu processo de hidratacdo envolve uma reacdo exotérmica, na qual a temperatura
da amostra aumenta ficando em torno de 40 a 45 °C, favorecendo a extracdo de compostos

apolares. >

Simultaneamente ao desenvolvimento do método de extragdo foi desenvolvido um
novo método de clean up denominado d-SPE, tendo como objetivo a obtengdo de um extrato
final com menor quantidade de interferentes aliada a um menor custo, quando comparado aos
métodos tradicionais. Uma das principais vantagens da d-SPE é a sua versatilidade, uma vez
que permite a utilizacdo de diferentes tipos de sorventes em quantidades variadas. > O

sorvente mais utilizado é o etilenodiamino-N-propilsilano, uma amina primaria secundaria (do
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inglés, Primary Secondary Amine, PSA) que atua como trocador anidnico e pode interagir por

ligacdo de hidrogénio ou dipolo-dipolo. >

A primeira aplicagdo do método QUEChERS na analise de agrotdxicos em solo foi
relatada em 2008 por Leseur et al. *°, na qual foram analisados 24 agrotéxicos de diferentes
classes por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e por
cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS). Nesse
trabalho, foram comparadas 4 técnicas de preparo de amostra: (i) Extracdo por Ultrassom com
solvente (do inglés, Ultrasonic Solvent Extraction, USE); (ii) PLE; (iii) Norma Européia DIN
12393 (do inglés, European Norm DIN 12393); (iv) QUEChERS. Os resultados indicaram que
0s menores limites de deteccdo formam obtidos usando a Norma Européia DIN 12393 e 0s
mais elevados com o QUEChERS e a PLE, no entanto, as melhores recuperagdes foram

alcancadas com o método QUEChERS.

1.8 Técnicas analiticas utilizadas na determinacéo de agrotoxicos

Dentre as técnicas mais utilizadas na determinacdo de agrotoxicos em amostras
ambientais tais como, agua e solo, as mais conhecidas e tradicionalmente empregadas sdo a
cromatografia gasosa e a cromatografia liquida, devido as suas inimeras vantagens. Porém,
com 0 avango na ciéncia de separacdes, diferentes técnicas vém sendo utilizadas, como a
eletroforese capilar (do inglés, Capillary Electrophoresis, CE) e a cromatografia com fluido
supercritico (do inglés, Supercritical Fluid Chromatography, SFC) que visam obter melhor
eficiéncia aliada ao menor consumo de solventes e ao menor tempo de analise. Na Tabela 11

estdo listadas as vantagens e as desvantagens das técnicas citadas. 1"

A GC tem seu uso limitado a amostras que sdo volateis abaixo de 300 °C, o que
corresponde a cerca de 75% de todos os compostos conhecidos. Entretanto, compostos com
alto ponto de ebulicdo ou ndo volateis também podem ser analisados por GC, desde que sejam
derivatizados. A GC é mais eficiente que a cromatografia liquida e as separa¢cdes ocorrem em
tempos semelhante ou até mais rdpidos. Em analise de agrotoxicos o detector mais

comumente utilizado é o espectrometro de massas. **

A perspectiva do uso da CE na anélise de agrotoxicos é muito promissora, devido
as suas diversas vantagens, como alta eficiéncia, analises rapidas, pouco consumo de amostra,
de reagentes e de solventes, e a possibilidade de miniaturizagdo para anélises de rotina de

amostras contendo agrotdxicos de alta periculosidade. Contudo, apesar das diversas vantagens
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Tabela 11: Comparagdo das diferentes técnicas analiticas empregadas na determinacao de residuos de agrotoxicos.

Técnica Vantagens Desvantagens Solucdes
e  Alto poder de resolucéo Inadequada para compostos polares, Derivatizago (atualmente é
e  Alta detectabilidade e seletividade termo labeis e de baixa volatilidade o ¢ ;
GC-MS N - utilizada somente para glifosato e
e  Existéncia de bibliotecas de espectros de massas para Alto consumo de gases de elevado valor x
; ; seus produtos de degradacdo).
examinar amostras desconhecidas e pureza
e Aplicada para praticamente qualquer soluto orgéanico S A x .
independente da volatilidade ou da estabilidade térmica, :Enf;gf(;lf;gge separagdo e seletividade Desenvolvimento para aumentar a
desde que absorvam no UV eficiéncia e a seletividade dos
e ComposicOes da fase movel e da fase estaciondria sdo Usq d_e volumes elevados de_sglventes materiais de limpeza e separacdo
LC-Uv o organicos de alto custo e toxicidade na - .
variaveis . (imunosorventes, polimeros
. S . fase movel :
e Pode ser automatizada e miniaturizada (tecnologia de Baixa interferéncia da matriz impressos molecularmente e
microchip) materiais de acesso restrito)
e  Simples, robusta e com larga faixa linear
e Aplicada para praticamente qualquer soluto organico Fortemente afetada pelos interferentes da - ~
. o - : - S Desenvolvimento de extracdes e
independentemente da volatilidade ou da estabilidade matriz (aumento de ions e, na maioria clean up adequados:
térmica das vezes, supressao idnica) Uso de P a drc”;qes iso té) icamente
LC-MS e  Composicdes da fase movel e da fase estacionaria séo Dificuldade de identificacdo quando se labeis P P
variaveis utiliza interfaces de ionizagéo branda. .
. S . - Espectrometria de massas
e Pode ser automatizada e miniaturizada (tecnologia de Falta de bibliotecas de espectros .
- . sequencial (MS/MS)
microchip)
e Aplicada para praticamente qualquer soluto orgéanico Fortemente afetada pelos interferentes da
LC- independentemente da volatilidade ou da estabilidade matriz (aumento de ions e, na maioria Desenvolvimento de extracdes e
térmica das vezes, supressdo idnica) clean up adequados.
MS/MS - . C .
e  Composicdes da fase movel e da fase estacionaria séo Falta de bibliotecas de espectros
variaveis
e Alto poder se separagdo e resolucdo - . Enrlq_uemmento da amostra (SPE,
. 1 Limites de detecgdo inadequados stacking)
e Rapidez na analise . . . -
) o Baixa detectabilidade dos detectores Aumento do caminho 6tico de
CE e  Baixo consumo de amostra, reagentes e solventes toxicos x s x
. N&o adequada para compostos volateis e deteccéo

Pode ser automatizada e miniaturizada (tecnologia de
microchip).

de massa molar baixa

Uso de detectores de alta
detectabilidade

Adaptada das referéncias

1,57
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0 maior empecilho da técnica reside nas inadequadas detectabilidade atribuidas ao pequeno
volume de amostra injetado, geralmente 1-10 nL, sendo indicado para tentar solucionar esse

problema o uso de técnicas de pré concentragéo. >’

A cromatografia com fluido supercritico é similar a cromatografia liquida no que
se diz respeito a parte instrumental, no entanto o solvente €, por definicdo, um fluido
supercritico, usualmente o CO, em condigdes de elevada pressdo e temperatura. Nesta técnica,
compostos ndo volateis podem ser separados. A SFC pode ser considerada como um hibrido
entre a LC e a GC, sendo caracterizada por uma maior eficiéncia de separacdo do que a LC,
mas apresenta menor eficiéncia do que a GC. A fase movel em SFC desempenha maior

influéncia na separacdo do que em GC, mas menor do que em LC.

Devido as suas caracteristicas peculiares, o emprego da SFC na separacao de
agrotoxicos tem sido voltado para compostos quirais, utilizando como detector o
espectrdmetro de massas, em diversas matrizes como 4gua “°, vegetais, frutas e solos
polen, mel, agua e solo ° e em solos. ®* Tem-se o relato do uso de detector por arranjo de

diodos por Salvatierra-Stamp et al. ® na analise de contaminantes emergentes em agua.

1.9 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Ha duas décadas, uma interface apropriada para o acoplamento LC-MS era uma
tarefa desafiadora, pois este arranjo era considerado um “casamento ndo natural”. A LC-MS
combina um instrumento que opera em fase condensada com outro que opera sob vacuo. Este
problema foi resolvido com a fonte de ionizacdo a pressdo atmosférica (do inglés,
Atmospheric Pressure lonization, API), que tem tornado a LC-MS um método ideal e
amplamente utilizado para andlises de contaminantes em alimentos, devido a sua alta
especificidade, detectabilidade e eficiéncia. A interface APl é compativel com sistemas de
fase reversa, levando em conta o uso de solventes e aditivos na separacdo cromatografica, e
preservando todas as suas vantagens. *

Os avancos mais importantes nas analises de multirresiduos de agrotdxicos véem
sendo realizados no campo dos analisadores de massas. Dentre os diferentes modelos
utilizados podem-se citar o quadrupolo, triplo quadrupolo (do inglés, Triple Quadrupole,
QqQ), ion trap tridimensional (do inglés, 3 Dimension lon Trap, 3D IT), quadrupolo-ion trap
linear (do inglés, Quadrupole Linear lon Trap, QqLIT), tempo de voo (do inglés, Time of
Flight, TOF), quadrupolo - tempo de vbo (do inglés, Quadrupole Time of Flight, Q-TOF) e 0
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orbitrap e sdo caracterizados pelos seguintes parametros: exatidéo, resolucéo, faixa de massa,
capacidade de analise sequencial e velocidade de aquisicdo de dados. A escolha do analisador
de massas deve levar em consideragdo as vantagens, desvantagens e custo/beneficio da
aquisicao do equipamento. &

A primeira aplicacdo da cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de
massas na analise de residuos de agrotdxicos foi com o uso de um quadrupolo como
analisador de massas, porém, como 0 mesmo ndo acatava as especificacbes da Unido

Européia, foi substituido pelo triplo quadrupolo. ®
1.9.1 Separacdo por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

O principal modo para separacdo de compostos organicos por LC-MS em fase
reversa com ou sem 0 uso de par ibnico. Devido a robustez e facilidade no desenvolvimento
do método, a cromatografia liquida em fase reversa cobre mais de 95% das aplicages. **

Nesse modo de separacdo, 0s contaminantes organicos de média polaridade,
polares e i6nicos sdo separados por particdo, de acordo com as diferencas de hidrofobicidade
entre uma fase estacionaria apolar e uma fase movel polar. Em sua maioria, as fases
estaciondrias utilizadas sdo baseadas em silica modificadas quimicamente com cadeias de
octadecil (C18) ou octil (C8), porém, também sdo encontradas aplica¢des de silica modificada
com aminopropil, cianopropil e fenil, além das fases baseadas em polimeros sintéticos como o
estireno divinilbenzeno. As modificacGes nas fases C18 com a adicdo de um grupo funcional
polar (amida ou carbamato) ou apolar entre o esqueleto de silica e o grupo C18 ou no final na
cadeia C18, modificam a seletividade em comparacdo com as fases convencionais baseadas
somente no grupo alquil. ®*

Os solventes mais comumente empregados como fase mével em LC-MS no modo
fase reversa sdo agua, metanol e acetonitrila, com eluicdo por gradiente. Os tampGes
utilizados como fase movel devem ser volateis para evitar problemas na interface com o
espectrometro de massas, sendo assim, 0s mais comuns sdo: acido acético, acido férmico,
acetato de aménio, formiato de aménio e aménia. A composicdo da fase mdvel é de suma
importancia para se obter uma boa separacdo, além de influenciar na ionizacdo dos analitos e
na detectabilidade do espectrometro de massas. A quantidade do modificador organico pode

ou n&o favorecer a eficiéncia de ionizacao, dependendo da interface utilizada. ®*
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A eficiéncia do processo de ionizacdo por ESI (do inglés, Electrospray lonization)
depende da condutividade e da tensdo superficial do liquido a ser nebulizado. Quando a
condutividade € muito elevada (alta porcentagem de agua) a producdo de um spray estavel,
bem como a evaporaracdo das gotas formadas por acdo da alta voltagem e a nebulizacdo do
gés sdo dificultadas. Devido a tensdo superficial da &gua ser maior que a do metanol ou da
acetonitrila, a detectabilidade é reduzida quando se utiliza quantidades superiores a 70-80%
de agua na fase mdvel. A relacdo entre a quantidade de solvente orgénico e agua é mais
significante quando se trabalha em vaz6es maiores, pois maiores quantidades de solvente deve
ser nebulizada e evaporada. Por outro lado, uma porcentagem maior de solvente organico
também pode diminuir a detectabilidade, especialmente se ndo for adicionado nenhum
aditivo, pois a condutividade dos solventes organicos é muito baixa. Uma pequena
porcentagem de agua na fase mdvel ajuda na formacdo das gotas. Geralmente, maiores
porcentagens de solvente organico aumenta a ionizagdo em ESI. Solventes proticos, como o
metanol, melhoram a ionizagdo positiva. A adicdo de tampdes volateis, como &cido
formico/formiato de amoénio ou &cido acético/acetato de amdnio, favorece a ionizacdo de
analitos basicos, porém a presenca de amonia pode ocasionar a supressdo do sinal de analitos
acidos. A adicdo de modificadores de pH, como &cido acético, &cido férmico ou hidroxido de
amonio exerce grande influencia na separacdo e ionizacdo dos analitos. No entanto, nem
sempre as respostas sdo as esperadas e, muitas vezes, pode se obter sinal intenso para ions

[M+H] * em solucéo basicas e sinal intenso de fons [M-H] ~em solucdes acidas. **

1.9.2 Interfaces

Atualmente, a maioria das aplicacGes é feita empregando a ionizacao por ESI ou
APCI (do inglés, Atmospheric Pressure Chemical lonization). A ESI é uma técnica de
ionizacdo branda, especialmente apropriada para compostos i6nicos e com alta massa molar.
Como pode ser visualizado na Figura 9,%°o capilar é mantido em alta voltagem a pressdo
atmosférica para gerar o spray ® por uma descarga elétrica no liquido. O liquido carregado na
agulha se torna instavel e é forcado a reter cada vez mais carga. Entdo, o liquido chega a um
ponto critico, no qual ndo consegue mais segurar as cargas elétricas e as gotas explodem por

repulsdo couldmbica, gerando moléculas carregadas. ®




Camila Honda Ogihara 62

Dissertacdo de Mestrado

Cone de Tavlor Gota carregada com
multiplas cargas

++ 4
&

»> -
+*

Evaporagio ' +* Emplosio +
do solvente coulombica
Gota carregada com Analito

+ 2+
-I-.-I-+
+ 4
+

-+

+
++\

multiplas cargas (Tons)

Fonte

Figura 9: Esquema do processo de ionizagdo por ESI em modo positivo (Adaptado, University of
Bristol). ®

1.9.3 Analisadores de massas

Os analisadores de massas sdo 0s responsaveis pela separacdo dos ions no
espectrometro de massas, de acordo com a razdo massa/carga (m/z). Eles podem ter a forma
de filtros formados por hastes paralelas nos quais radiofrequéncia e corrente continua
apropriadas sdo aplicadas (filtros quadrupolo), ou de armadilhas de ions tridimensionais, onde
também se aplica radiofrequéncia e corrente continua (Orbitrap) ou também podem-se aplicar
campos magnético ou eletrostatico (tempo de véo). Usualmente, pode-se utilizar mais de um

analisador, como os encontrados nos equipamentos sequenciais. ¢’

1.9.4 Efeito matriz

A LC-MS e LC-MS/MS séo ferramentas poderosas para separacao, confirmacao e
quantificacdo de compostos. No entanto, devido a complexidade da amostra e 0 numero de
compostos que podem coeluir com os analitos, pode ocorrer 0 chamado efeito matriz, que é o
aumento ou supressdo do sinal dos analitos de interesse.

O mecanismo exato desse efeito ndo é bem conhecido, o que gera diferentes
teorias sobre a sua origem. Uma dessas teorias afirma que compostos organicos presentes na
amostra em concentracioes superiores a 105 mol L™ podem competir com o analito pelo
acesso as superficies das gotas e, na fase gasosa, interferentes acidos ou basicos podem ter
maior afinidade para a transferéncia do proton do que o analito de interesse, favorecendo a

sua ionizagdo, diminuindo assim a intensidade do sinal do  analito.
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Outra hipotese se refere ao raio das gotas a partir da qual os ions na fase gasosa
sdo emitidos. Se a amostra contém componentes ndo volateis, as goticulas sao impedidas de
alcancar seu campo de raio e de superficie criticas, portanto a eficiéncia da ionizagdo diminui
e o sinal do analito é reduzido. Componentes da matriz podem influenciar efetivamente na
formacdo do ions no processo de ionizacdo por alteracdo na tensdo superficial das goticulas
no eletrospray e pela formacdo de adutos ou pares ibnicos com os analitos. O carater acido ou
basico dos componentes da matriz podem promover a protonacao ou desprotonacdo dos ions

moleculares durante o processo de ionizago, causando aumento do sinal. ©

1.10 Analise multirresiduos de agrotoxicos por UHPLC-MS/MS em amostras

ambientais

No desenvolvimento de métodos multirresiduos de agrotdxicos, em sua maioria,
emprega-se a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial, devido
as diversas vantagens associadas, como boa detectabilidade e seletividade, quando acoplada a
um analisador triplo quadrupolo ou por armazenamento de ions. A possibilidade de detectar o
maior numero possivel de analitos em uma Unica corrida fez com que o acoplamento da LC
com o espectrdmetro de massas sequencial tornasse a melhor opg¢ao na anélise multirresiduos
de agrotéxicos, permitindo alcancar os LMR requeridos. ®

Além das vantagens citadas anteriormente, a determinacdo de residuos de
agrotoxicos por UHPLC-MS/MS tem-se também as vantagens do sistema UHPLC como o
menor consumo de solvente e a maior rapidez nas analises quando comparada com a LC.

Os trabalhos mais recentes envolvendo as analises multirresiduos de agrotoxicos
em solos e amostras ambientais utilizam a Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia
acoplada com o espectrometro de massas sequencial (do inglés, Ultra-High Performance
Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry, UHPLC-MS/MS), favorecendo a
aquisicdo de dados e tempos de andlises reduzidos. A Tabela 12 apresenta alguns exemplos

de analises de residuos de agrotdxicos por UHPLC-MS/MS, encontrados na literatura.
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Tabela 12: Exemplos de anélises de residuos de agrotoxicos por UHPLC-MS/MS em amostras

ambientais.
Agrotoxicos Matriz TecnlcaNde Referéncia
] extracio
37 a0rotoxicos Aguas On-line SPE e | Hurtado-Sanchez
g superficiais SPE etal. ®
Hexazinona, Atrazina,
Femedifam, Mefenacete, Solo QUEChERS Mei et al. °
Metolaclor
Ciantraniliprole e J9Z38 (TP) Couvesgr(;nesa ¢ QUEChERS Sunetal. ™
Piraclostrobina Amendoim e solo | QUEChERS Zhang et al.
Solo, 4gua Extracdo com
Clorantraniliprole superficial, palha | acetonitrila e Zhang etal. ™
de arroz QUEChERS
Fenbuconazol e TPs Solo e 4gua QUEg’BERS € Lietal. ™

1.11 QUEChERS e técnicas cromatograficas empregadas a amostras de solo

O método QUEChERS é particularmente popular para a determinacdo de uma
ampla gama de compostos, principalmente agrotoxicos em diferentes matrizes, por sua

simplicidade, baixo custo e alta eficiéncia com um nimero reduzido de etapas.

Modificagcbes no procedimento original do método QUEChERS utilizando
extragdes tamponadas, com a adicdo de agua para obter umidade adequada (hidratacdo da
amostra), ou com o uso diferentes sorventes na etapa de clean up, para uma melhor remocéo
dos interferentes da matriz, fazem desse método uma ferramenta versatil ndo apenas para a

75,76 0

analise de agrotdxicos em frutas > ® e vegetais ’’, mas também de carnes %, ovos *, peixes ®

e amostras ambientais e de solo (Tabela 13).

Conforme descrito na Tabela 13 na maior parte dos estudos observa-se 0 emprego
de uma etapa de hidratacdo pelo fato do solo ser previamente seco antes das andlises, essa
etapa é necessaria para que ocorra a separacdo das fases na etapa de particdo. O emprego de
diferentes sorventes na etapa de limpeza leva em consideracdo as propriedades do solo

empregado, sendo  mais comumente utilizado C18, PSA e  MgSO..
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Compostos Tratamento da amostra Limpeza Recu(;())/i;agao LOD e LOQ Deteccdo | Referéncia
Amostra: 4 g; 20 mL agua; LOD=0.1-2
8 10 mL ACN + 1% (v/v) NH3 2 g MgSO, 14-95e<1 ng g’ LC- Kvicalova
QUEChERS: 2 g CH;COONa + para Carboxina LOQ=1-6 MS/MS etal. ®
MgSO, ngg*
d- SPE: 150 mg de MgSO4, 50 mg PSA, UHPLC-
1 Amostra: 10 g; 40 mL ACN 50 mg C18; 0,2 mL do sobrenadante foi 76.9_824 LOD=0,15 pg ESI- Zhang
QUECHhERS: 4 g MgSO, e 1 g NaCl diluido em 0,8 mL de solucdo aquosa ' ’ kg™ etal.
PP MS/MS
contendo 0,1% (v/v) de acido férmico
LOD=0,17 pg
Amostra: 10 g; 10 mL ACN cpE- kg™ LC- Zhang
1 QUECHERS: 4 g MgSO, e 1 g NaCl d- SPE- 100 mg PSA e 150 mg MgSO, PV1-1085 1| 00=057ug | MSIMS etal. 2
kg™
LOD= 0,04 —
Amostra: 10 g; 5 mL 4gua + 10 mL ACN ) . 1,0 ug kg* UHPLC- Li
8 QUECHERS: 4 g MgS0, e 1 g NaCl d-SPE: 50 mg C18 e 150 mg MgSO, 81,2-106,5 LOQ=0,12— | MS/MS etal. 7
3,0 ngkg™*
5 Amostra: 10 g; 100 %Cﬁldo acético + 10 mL Sem clean up foram obtidos melhores 70.3 - 120 LOQ=10-50 | LC-APCI- Caldags2
I -1
QUEChERS: 4 g MgSO, ¢ 1 g NaCl resultados ug kg MS/MS etal.
LOD=0,005 -
5 Amostra: 10 g; 0,5 mL H,0; 4 mL ACN d-SPE: 0,1 gPSA+0,19gC18 754985 0,020 pg kg™ UHPLC- Mei
QUEChERS: 0,1 g MgSO, ’ ’ LOQ=0,017— | MS/MS etal. ™
0,067 ug kg™
d-SPE: 150 mg PSA + 150 mg 67 - 148
Amostra: 5 g ou 10 g; 10 mL ACN com e sem MgSO, + 50 mg C18; )
35 adicdo de 3 mL H,0; LOQ=15-7,6 GC- Fernandes
QUEChERS: 4 g MgSO,, 1 g NaCl, 0,5 g ng kg™ MS/MS etal. %
Na,HCit 1,5H,0 e 1 g NasCit 2H,0 DPX: 150 mg PSA + 150 mg 70 - 151

MgSO, +50 mg C18
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Tabela 13: Andlises de residuos de agrotdxicos empregando o método QUEChERS em amostras de solo (Concluséo).

Compostos Tratamento da amostra Limpeza Rec (%) LOD e LOQ Deteccdo | Referéncia
Amostra: 10 g; 5 mL H,0O e 10 mL ACN,; ) . _ . )
5 QUECHERS: 4 g MgSO,, 1 g NaCl, 0,5 g d-SPE: 150 m%m9804 + 30 mg 70-110 LOQ= (1)(1701 1.8 GL%_I\KIASSe l\éltagltz&s
Na,HCit 1,5H,0 e 1 g NasCit 2H,0 HE KE '
Amostra: 5 g 3 mL Ho0 + 7 mL ACN; d-SPE: 1,5 mL de sobrenadante Variavel de Variavel de GC- ECD s
QUECHhERS: 6 g MgSQ,, 1,5 g NaCl, Correia-Sa
14 . 50 mg de PSA, 150 mg de acordo com o acordo com o e GC- 85
0,750 g Na;HCit 1,5H,0 MgSO, e 50 mg de C18 solo solo MS/MS etal
e 1,5 g NasCit 2H,0 4
Amostra: 5 g; 10 mL H,0,
0,5 mL NaOH (c= 5 mol L™) _
0,5 mL HCI (c= 4 mol L™) Sem clean up e com clean up d-SPE LOD—kO,_(iOZ mo LC- Kaczvhski
26 10 mL ACN + 1% (v/v) &cido acético com diferentes sorventes (PSA, C18, 65-127 LOQ= % oLm MS/MS ot af 86
QUEChERS: 1 g NaCl, 4 g MgSO,4, 0,59 C8, Florisil entre outros) _k ) g '
Na,HCit 1,5H,0 g
e 1 g NasCit 2H,0
Amostra: 5 g; 5 mL H,0, 10 mL ACN + 1% d-SPE: 25 mg PSA +150 mg LODE %1’0 mg Dankvi
5 (v/v) &cido acético; MgSOq; 72-104 LOQ:92 om LC-MS otal Y
QUEChERS: 4 g MgSO, e 1 g NaCl e g :
Amostra: 5 g; 10 ACN + 100 plL acido acético d-SPE: 200 mg MgSO, LOQ= 2,4 6 LC- Pang
5 e 2mL H,0 e 25 mg C18. 80-110 ng gt MS/MS etal.
QUEChERS: 2 g MgSO,4 e 1 g NaCl
Amostra: 1 g amostra liofilizada,
7.5 mL H,0, 10 mL ACN i . Variavel de Variavel de i .,
50 QUEChERS: 6 g MgSQO,, 1,5 g NaCl; 0,75 g PsAd+SlF\:3%. r?]O rlclg SO acordo com a acordo com a ME?MS e'l":f'%
Na,HCit 1,5H,0; 1,5 g NasCit 2H20 SR amostra amostra ’
Amostra:1 g amostra liofilizada, LOD=0,17-1,67
50 7,5 mL H,0, 10 mL ACN d-SPE: 50 mg 40-105 ng L* LC- Masia
QUECHhERS: 6 g MgS0O4, 1,5 g NaCl; 0,75 g PSA + 150 mg MgSO, + 50 mg C18 LOQ=0,5-5,0 MS/MS etal.
Na,HCit 1,5H,0; 1,5 g Na;Cit ,H,0 ng g'1
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1.12 Validacédo de métodos analiticos

A validacdo de um método analitico € um processo necessario na etapa do seu
desenvolvimento para que o mesmo possa gerar informagdo sobre a amostra de forma
confidvel. O objetivo da validacdo de um método é mostrar que o procedimento utilizado é
adequado para o fim pretendido.

Os orgdos que regulamentam a validacdo dos métodos analiticos no Brasil séo: a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia), cada um deles apresenta uma definicdo de validagdo, bem como diferencas nas
regras dos parametros analiticos, por isso, sempre que um método for validado o mesmo deve
indicar a agéncia regulamentadora cujas normas foram seguidas.

Segundo a ANVISA (2003): a validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que 0 método atenda as exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade, linearidade,
intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacéo e exatid&o, adequados & analise. **

Segundo o INMETRO (2011): a validacdo possui 0 objetivo de confirmar que 0s
métodos sdo apropriados para o uso pretendido. Sendo assim, o processo de validacdo deve
ser descrito em um procedimento e os estudos para a determinacdo dos parametros devem ser
executados em equipamentos e instrumentos dentro das especificagdes, funcionando
corretamente e adequadamente calibrados. %

Segundo o Guia SANTE (2015), cujas normas foram seguidas neste trabalho: a
validacdo é um processo de caracterizacdo do desempenho esperado de um método em termos
de seu escopo, especificidade, sensibilidade, precisdo, repetibilidade e reprodutibilidade
laboratorial. Informaces sobre esses parametros devem ser estabelecidas antes da andlise das

amostras, com excecdo da reprodutibilidade laboratorial. %

1.12.1 Parametros analiticos (figuras de mérito) para validacdo de métodos

As figuras de mérito usualmente avaliadas durante a validagdo de um método
cromatogréafico sdo: linearidade, faixa linear, precisdo, exatidao, limite de deteccéo, limite de
quantificacéo, seletividade, efeito matriz e robustez. Neste trabalho, seguiu-se 0 Guia SANTE
2015 e os parametros analiticos determinados foram: seletividade, linearidade e faixa de
trabalho, limite de quantificacdo, efeito matriz, exatiddo (recuperacdo) e precisdo

(repetibilidade e precisdo intermediéaria).
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1.12.1 (a) Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que
podem interferir em suas determinacGes em uma amostra complexa. A seletividade avalia o
grau de interferéncia de espécies, como outros ingredientes ativos, excipientes, impurezas e
produtos de degradacdo, bem como outros compostos de propriedades similares que possam
estar, porventura, presentes. ** A seletividade deve ser assegurada para garantir que 0s

parametros de linearidade, recuperacéo e precisio ndo sejam comprometidos. %

1.12.1 (b) Faixa linear de trabalho

Para que a quantificacdo de determinado analito seja confiavel € necessario que
se conheca a dependéncia entre a resposta medida (y) e a concentragdo (x). Em cromatografia,
a relacdo entre a area e a concentracdo € linear, podendo ser descrita pela Equacéo (6) que

relaciona essas duas variaveis. °2

y=a+ bx Equacéo (6)
sendo:
y = &rea do pico cromatografico; x = concentracdo; a = interse¢do com o0 eixo y, quando x = 0

(coeficiente linear); b = inclinacdo da curva analitica (coeficiente angular).

No presente trabalho, para verificar a linearidade foram avaliados os valores do
coeficiente de determinacdo (r?) da regressdo linear, os graficos de residuos e de residuos
padronizados. Para a escolha da faixa de trabalho, levou-se em consideracdo niveis de
concentracdo compativeis com a concentracdo esperada dos agrotoxicos em solo.

Segundo o Guia SANTE 2015, a linearidade deve ser avaliada em cinco niveis

e o critério de aceitagdo sdo os residuos < + 20%. 3

1.12.1 (c) Efeito matriz

Efeito matriz € um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz amostral gerando,
basicamente, fendmenos de diminuicdo ou aumento do sinal ou resposta instrumental. * O

efeito matriz pode ser mensurado por meio da Equacgao (7). %
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coeficiente angular da curva analitica no extrato da matriz

Efeito matriz (%) = ( - 1) x100 Equacéo (7)

coeficiente angular da curva analitica no solvente

O efeito matriz calculado conforme a Equacéo (7) quando < + 20% pode ser
considerado desprezivel e, nesse caso, a curva analitica pode ser preparada tanto em solvente
qguanto no extrato da matriz. Para valores > + 20%, o efeito matriz € significativo, sendo

necessaria a construcdo da curva analitica no extrato da matriz a fim de se reduzir a influéncia

dos coextrativos da matriz.

1.12.1 (d) Exatidéao (Recuperacéao)

A exatidao foi calculada como recuperacdo segundo a Equagcéo (8). *

Recuperacio(%) = (C1C_3C2

)x 100 Equacéo (8)

sendo:
C1 = concentracdo do analito na amostra fortificada; C2 = concentracao do analito na amostra

ndo fortificada; C3 = concentracao do analito adicionada a amostra fortificada.

Os valores de recuperacdo recomendados pelo Guia SANTE 2015 estdo na
faixa de 70-120%, porém, para casos em que ndo é possivel obter esses valores, devido a
perdas na etapa de particdo em caso de analitos de maior polaridade, por exemplo, e desde

que se tenha precisdo < 20%, valores de recuperagdes mais baixos sio aceitos. >

1.12.1 (e) Preciséo

Os trés modos mais comuns de representar a precisdo sao repetibilidade, preciséo
intermediéaria e reprodutibilidade, que sdo expressas pela estimativa do desvio padrdo absoluto
ou pelo coeficiente de variacdo. O coeficiente de variacdo (CV), também conhecido como

estimativa do desvio padrio relativo, é calculado pela Equacéo (9). %2

N

cv (%) = ( )x 100 Equagdo (9)

x (médio)
sendo:
s: estimativa do desvio padrdo absoluto; (x): Concentracdo média obtida.

Os valores de precisdo aceitos pelo Guia SANTE 2015 séo CV < 20%.
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Capitulo I1: Objetivos
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2. Objetivos

Os objetivos deste projeto foram o desenvolvimento e a validacdo de um método
analitico para a determinacdo de multirresiduos de agrotdxicos em solos, utilizando o método
QUECHhERS no preparo de amostra e a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-MS/MS) na separagdo, confirmacdo e
quantificacdo dos analitos, a aplicacdo do método desenvolvido e validado em amostras de
solos nos quais foram cultivados, em modo convencional, diferentes tipos de culturas do
grupo das hortalicas ndo folhosas e folhosas e a estimativa, em laboratério, do tempo de meia
vida (DT50) em diferentes condigOes experimentais.

2.1 Etapas do trabalho

Para atingir esses objetivos, as etapas do trabalho foram:

a) Desenvolver o método cromatogréafico por UHPLC-MS/MS para separacdo dos 20
agrotoxicos selecionados para o estudo;

b) Realizar a infusdo direta das solucdes analiticas contendo os agrotdxicos no
espectrometro de massas para determinar oS ions percursores e ions produtos para
identificacdo e quantificacdo, bem como as condic¢des de analise;

c) Selecionar uma técnica de preparo de amostra para extrair os agrotoxicos estudados do
solo;

d) Validar o método analitico desenvolvido analisando as principais figuras de mérito,
segundo o guia SANTE 2015;

e) Aplicar o método desenvolvido e validado na anélise de diferentes amostras de solo
oriunda de plantacGes do grupamento das hortalicas ndo folhosas e folhosas;

f) Analisar, em diferentes intervalos de tempo, solos nos quais foram aplicados
agrotoxicos comerciais, visando estimar o tempo de dissipacdo dos agrotoxicos em duas

amostras de solos distintas.
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Capitulo I11: Parte
experimental
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3. Parte experimental

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisas
Farmacéuticas e Quimiometria (LabFarQui), antes denominado Laboratério de Pesquisas em
Cromatografia Liquida (LabCrom) do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) e as analises por Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (UHPLC-MS/MS) foram realizadas no
Laboratorio de Espectrometria de Massas Institucional na mesma instituigao.

A parte experimental consistiu na avaliacdo do método QUEChERS em suas trés
versdes (“Original”, “Acetato” e “Citrato”), na auséncia e na presenca da etapa de clean up,
na extracdo de 20 agrotoxicos de solos, sendo a versdo que forneceu os melhores resultados
validada em dois tipos de solo, de acordo com o0s seguintes pardmetros analiticos:
seletividade, efeito matriz, faixa linear de trabalho, limites de quantificacdo (LOQ), exatiddo
(recuperacdo) e precisdo (repetibilidade e precisao intermediaria), seguindo as recomenda¢des
do guia SANTE 2015. Apos a validagdo o método desenvolvido foi aplicado em analises de
amostras de solo, de diferentes tipos de culturas, cultivadas no modo convencional,
provenientes da Microrregido de Braganca Paulista em Séo Paulo. Foi avaliado também, em

laboratdrio, o tempo de dissipacdo dos agrotoxicos em duas amostras de solo distintas.

3.1 Reagentes, solventes e gases

Acetato de amonio- p.a. (Synth, Brasil);

Acetato de sodio —p.a (J.T. Baker, EUA);

Acetato de etila- grau cromatografico (Tedia, EUA);
Acetona — UV-IR-HPLC-GPC (Panreac, Espanha);
Acetonitrila - UHPLC- Supergradient (Panreac, Espanha);
Acido acético glacial- p.a. (Synth, Brasil);

Acido formico- 98-100% p.a. (Vetec, Brasil);

- F F F F F F F

Agua destilada; Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q-Plus, Direct- Q™
(Millipore, Brasil), resistividade de 18,2 MQ cm, 25 °C;

Ar sintético 99,9% de pureza (White Martins, Brasil);

C18— Cartuchos para SPE (Supelco, EUA);

+ Citrato de sodio di-hidratado (J.T.Baker, EUA);

+ ¥+
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Cloreto de sadio (Synth, Brasil);

Diclorometano- Ultra Resi-Analyzed® (J.T.Baker, EUA);
Dimetilsulfoxido - UV-IR-HPLC-GPC (Panreac, Espanha);
Etanol- UV-IR-HPLC (Panreac, Espanha);

Extran® neutro (Merck, Brasil);

Formiato de aménio- 98% (Riedel-de Haen®, Alemanha);

- F F F F + ¥

Gas argonio, analitico, utilizado como gas de colisdo no sistema UHPLC-MS/MS
(White Martins, Brasil);

Gas nitrogénio, utilizado como gas de dessolvatacdo na fonte de electrospray
(ESI) (White Martins, Brasil);

Hidrogenocitrato de sddio sesqui-hidratado (J.T.Baker, EUA);

Metanol- UV-IR-HPLC (Panreac, Espanha);

Sorvente Bondesil PSA, com tamanho de particula de 50 pm (Supelclean, EUA);
Sulfato de magnésio anidro (J. T. Baker, EUA);

Tampéo pH = 4,00 + 0,05 a 25 °C (Synth, Brasil);

Tampéo pH = 7,00 + 0,05 a 25 °C (Synth, Brasil).

e

- F & & F+ &

3.2 Materiais

+ Vidrarias de laboratério;

+ Frascos de vidro ambar de 2 mL, 5 mL, 10 mL e 50 mL;

+ Filtros de seringa de 22 um em PTFE hidrofilico;

+ Ponteiras de micropipetas com capacidades de 10 pL, 200 uL, 1000 pL e 5 mL;

+ Tubos de polipropileno com capacidade de 50 mL.

3.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados durante a execugdo do desenvolvimento
experimental foram: agitador tipo vortex, Gehaka, modelo AV-1 (Brasil), balanca analitica,
Sartorius, modelo CP 225 D (Alemanha); balanca analitica, Fisher Scientific, modelo A-250
(EUA); banho ultrassom, Logen Scientific, modelo LSUC2-120-3,0 (EUA); bomba a vacuo
de membrana, Vacuubrand, modelo ME 1C (Alemanha); centrifuga, Andreas Hettich GmbH

& Co. KG, modelo Rotofix 32 A (Alemanha), micropipetas com capacidades variadas,
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Eppendorf Research (EUA); pH metro, Metrohm, modelo 827 pH Lab (Suica); sistema de
deionizacdo de agua, Milli-Q-Plus, modelo Direct-Q™ (Brasil), sistema de filtracdo de fase

mével com membranas Millipore Durapore® em PVDEF 0,22 um GV (Irlanda).

Nas analises cromatograficas foi utilizado o cromatégrafo UPLC® Acquity™,
Waters (Milford, EUA) acoplado ao espectrdmetro de massas, Micromass Quattro Micro ™
API, Waters (Manchester, RU) com analisador triplo quadrupolo (QqQ) e fonte de ionizagéo
por ESI e o software MassLynx 4.1 para a aquisi¢cdo de dados. A coluna utilizada foi a
Acquity UPLC® BEH C18 (50 mm x 2,1 mm d.i., 1,7 pm de didmetro de particula) (Waters,
Irlanda) precedida por coluna de guarda VanGuard ™ BEH C18 (5 mm x 2,1 mm d.i., 1,7 um

de didmetro de particula) (Waters, Irlanda).

3.4 Padroes analiticos dos agrotoxicos estudados

Os agrotdxicos estudados (Tabela 14) foram adquiridos das empresas: Chem
Service- EUA, Sigma-Aldrich, Pestanal®- Alemanha e Riedel-de Haén, Pestanal® -
Alemanha, todos com grau de pureza igual ou superior a 94%. Para o trabalho, foram
selecionados agrotoxicos permitidos para a cultura de tomate e para o grupo das hortalicas
ndo folhosas e folhosas e que estdo de acordo com a ANVISA. Foram avaliados também,
agrotoxicos que nao sdo permitidos para essas culturas, mas que foram encontrados em

amostras desses grupamentos analisadas pelo PARA no ano de 2013- 2015.
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Tabela 14: Informag6es quimicas, pureza do padrao utilizado e estruturas dos agrotoxicos estudados (Continua).

Massa Molar

Agrotoxico (g mol™) Formula Quimica Pureza (%) Estrutura Quimica
N\* o
S
a- Cipermetrina 416,3 CasH1sCILNO; 94,3 @ ©/ :
5\\ ci
Cl
Atrazina 215,7 C8H14C|N5 98,0 )\ NKN
NH)\N/)\NH/\

Ty
Azoxistrobina 403,4 Cx»H17N305 99,4 @o)\)\og
CN HiCO. = co,cH,
v
|

Hah N N

PN
Ciromazina 166,2 CoH1oNs 99,8 T |V

\f

[

Cl /N
- NN p
Clorantraniliprole 483,2 C18H14BrCI;:Ns0, 99,1 / n N
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Tabela 14: Informagdes quimicas, pureza do padréo utilizado e estruturas dos agrotoxicos estudados (Continuacao)

Agrotoxico M?;Srigf.?)l ar Férmula Quimica Pureza (%) Estrutura Quimica
s
I
cl N 0—P(OCH ,CH5),
Clorpirifés 350,9 CoHuCIsNOsPS 99,2 Ii[
Cl / Cl
Diafentiurom 384,6 Cy3H3N,0OS 99,9
Difenoconazol 406,3 C10H17CI5N303 97,0 /Cp
m
Cl
</ \§ "7\
Fenarimol 331,2 C17H1,CILN,0 99,8 - /7
T
NL\/N
cl ‘ \$F
Fipronil 437,2 C12H4C|2F6N4OS 97.9 N\ /N\N o
?LS\\O NH,
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Tabela 14: Informag6es quimicas, pureza do padréo utilizado e estruturas dos agrotéxicos estudados (Continuacao).

Agrotoxico M?;Sr‘;gf.?)l ar Formula Quimica Pureza (%) Estrutura Quimica
\/m cl \/CFS
FIuopicoIida 383,6 Cl4HSC|3F3N20 99,9 | - NH ‘ A
N
Cl (|il
Cl e
i i \@\/f/\w
Imidacloprido 255,7 CoH10CINsO, 99,9 N P “\(
N‘“‘“‘“Nr:)2
F | i
Lufenurom 511,2 C17HsCloFeN;03 99,7 T T T T
FWO = cl ? ? "
HC\V\O OCH.
Mandipropamida 4119 C23H22CINO, 99,1 /@)v““ S
| I |
A A
o]
| _NH,
Metribuzim 2143 CsH14N4OS 99,7 | N
N\N)\scm
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Tabela 14: Informag6es quimicas, pureza do padrao utilizado e estruturas dos agrotoxicos estudados (Concluséo).

Agrotoxico M?;Sr‘;gf.?)l ar Formula Quimica Pureza (%) Estrutura Quimica
Y'\N/\
Napropamida 2714 C17H21NO> 99,8 | S
=
P
Ry
P
- - SO
Piraclostrobina 387,8 C1sH15CIN;O, 99,9 o~ ) J s
A Br / \—o—lF!—SCH CH,CH
Profenofos 373,6 C11H1sBrCIOsPS 98,6 | 2CHCHs
— 0CHg
Cl
HO \4
Tebuconazol 307,8 C16H22CIN3O 99,5 | \Mg
cl / N\N
§J
| O%N+/O
|
Tiametoxam 291,7 CgH10CIN5O5S 99,7 “\f“ “\>,C|
0] M \
e s
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3.5 Padrao interno selecionado
Para a verificagdo da estabilidade do sinal analitico no sistema UHPLC-MS/MS
foi utilizado como padrdo interno o trifenilfosfato, cujas informagcbes quimicas, pureza e

estrutura encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15: Informag@es quimicas, pureza e estruturas do padrdo interno utilizado.

Massa Formula | Pureza
Composto Molar o o Estrutura Quimica
(g mol™®) Quimica (%)

~ ]
T
Q
O—1|j:O
i
)
T

Trifenilfosfato 326.3 C1sH1s04P 99,0
(P1) =

Pl: Padrdo Interno.

3.6 Preparo das solugdes estoque e de trabalho

Para o preparo das solugdes estoque de cada agrotdxico foi considerada a pureza
analitica conforme indicado na Tabela 14. Inicialmente foram preparados 10 mL da solucdo
estoque 1000 mg L™ de cada agrotoxico em metanol. A partir da solugdo estoque, foram
realizadas as dilui¢des necessarias para preparar as solucdes de trabalho, também em metanol.
Foram preparadas solucdes de 100 mg L™ de cada composto e a partir da mesma, foram
preparadas solucdes individuais de 10 mg L™ para a infusdo direta no espectrémetro de
massas para a determinacao dos parametros de ionizacéo.

O padrao interno foi preparado de forma similar aos agrotxicos na concentracdo
de 1000 mg L™ em 10 mL de metanol. Em seguida foram realizadas diluices para 100 mg L™
e 1 mg L. Ao extrato final a ser injetado no sistema UHPLC-MS/MS foram adicionados 20
uL da solugdo de trifenilfosfato na concentragdo de 1 mg L™.

Todas as solugdes foram colocadas em frascos @mbar e estocadas em freezer, a -
20 °C, para evitar a degradacdo das mesmas. As solugdes estoques foram preparadas a cada 6

meses e as solugdes de trabalho semanalmente.
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3.6.1 Preparo das solucGes estoque e de trabalho dos agrotoxicos para desenvolvimento

do método

A partir da solucéo estoque, foi preparada, em metanol, uma solucéo intermediaria
contendo todos os agrotdxicos nas concentragdes de 10 mg L™, 20 mg L™ e 100 mg L™
(mistura 1a), conforme descrito na Tabela 16, dependendo da intensidade do sinal analitico e
das caracteristicas dos agrotoxicos, afim de se obterem cromatogramas com sinais

semelhantes.

Tabela 16: Concentracdes das solucdes dos agrotéxicos estudados na mistura 1a.

Agrotoxico Concentrac&o (mg L™)
a-cipermetrina 100
Atrazina 10
Azoxistrobina 20
Ciromazina 20
Clorantraniliprole 20
Clorpirifés 20
Diafentiurom 100
Difenoconazol 10
Fenarimol 10
Fipronil 10
Fluopicolida 10
Imidacloprido 20
Lufenurom 100
Mandipropamida 20
Metribuzim 10
Napropamida 10
Piraclostrobina 20
Profenofés 20
Tebuconazol 10
Tiametoxam 20

A partir da solucdo intermediaria, mistura la, foi preparada uma solucdo dos
agrotxicos nas concentracdes de 1, 2 e 10 mg L™ (mistura 2a) em metanol. A partir da
mistura 2a foram preparadas as solugdes analiticas de trabalho nas concentragées de 2,5; 10,0;
25,0; 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0 350,0 pg Lt para a atrazina, difenoconazol, fenarimol,
fipronil, fluopicolida, metribuzim, napropamida e tebuconazol, nas concentracfes de 5,0;
20,0; 50,0; 100,0; 200,0; 300,0; 400,0; 500,0 ¢ 700,0 pg Lt para a azoxistrobina, ciromazina,

clorantraniliprole, clorpirifés, imidacloprido, mandipropamida, piraclostrobina, profenofés e
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tiametoxam e nas concentragdes de 25,0; 100,0; 250,0; 500,0; 1000,0; 1500,0; 2000,0; 2500,0
e 3500,0 pug L™ para a a- cipermetrina, diafentiurom e lufenurom.
Para injecdo no sistema cromatogréfico, seguiu-se a metodologia descrita por

% em que sdo realizadas diluicdes das solucdes de trabalho na proporcéo de 1:4

Vicari,
(extrato/solvente:agua), ou seja, 200 uL do extrato ou do solvente, no caso o metanol, ¢ 800
uL de agua purificada, com o intuito de melhorar a simetria dos picos cromatograficos e
diminuir os danos ao sistema, resultando nas concentragdes de 0,5; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0;
40,0; 50,0 e 70,0 pg L™ para a atrazina, difenoconazol, fenarimol, fipronil, fluopicolida,
metribuzim, napropamida e tebuconazol, nas concentrac6es de 1,0; 4,0; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0;
80,0; 100,0 e 140 pg L™ para a azoxistrobina, ciromazina, clorantraniliprole, clorpirifés,
imidacloprido, mandipropamida, piraclostrobina, profenofés e tiametoxam, e as
concentragdes de 5,0; 20,0; 50,0; 100,0; 200,0; 300,0; 400,0; 500,0 e 700,0 pg Lt para a a-
cipermetrina, diafentiurom e lufenurom. Essas solugdes foram utilizadas no estudo de

linearidade do método.

3.6.2 Preparo das solucgdes estoque e de trabalho dos agrotédxicos para a validacdo do

método

Com a retirada dos analitos o- cipermetrina, diafentiurom e lufenurom, verificou-
se um aumento na sensibilidade para a maioria dos analitos, sendo assim, foi possivel reduzir
a concentracdo de alguns analitos. Dessa forma, a solucdo intermediaria para a validacédo foi
preparada em metanol, contendo todos 0s agrotéxicos nas concentracdes de 20 mg L™ para o
imidacloprido e o tiametoxam e de 10 mg L™ para os demais analitos (mistura 1b).

A partir da solucdo intermediaria, mistura 1b, foi preparada uma solugdo nas
concentracdes de 1 e 2 mg L™ (mistura 2b) em metanol. A partir dessa mistura (mistura 2b)
foram preparadas as solugdes de 20; 50; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700 pg L™ para o
imidacloprido e o tiametoxam e de 10; 25; 50; 100; 150; 200; 250; 300; 350 ug L™ para os
demais agrotoxicos.

Conforme citado anteriormente no item 3.6.1, para a injecdo no sistema
cromatografico seguiu-se a metodologia descrita por Vicari, % resultando em concentragcOes
de 140, 120, 100, 80, 60, 40, 20, 10 ¢ 4 pug L™ para os agrotéxicos imidacloprido e
tiametoxam e de 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5¢ 2 pg Lt para os demais. Essas solugdes foram

utilizadas no estudo de valida¢do do método.
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3.6.3 Preparo da solucdo empregada nos testes de dissipacao

A partir das solucGes dos produtos comerciais, foi preparada, em 500 mL de
metanol, uma mistura contendo 11 agrotéxicos de formulacGes comerciais nas concentracfes
empregadas em campo no combate de pragas e doencas no cultivo de tomates, cujos nomes
comerciais, bem como o tipo de formulacéo, lote, validade, principio ativo, tipos de pragas
que combatem, estdo descritos na Tabela 17, sendo o aspecto da solucdo visualizada na
Figura 10. A mistura foi entdo filtrada em filtro quantitativo e armazenada em frasco ambar

em freezer a -20 °C.

Figura 10: Solugdo contendo a mistura de 11 agrotdxicos comerciais.

3.7 Solo empregado no desenvolvimento e na validacdo do método

Os solos empregados no desenvolvimento e validacdo do método foram cedidos
pela Embrapa Solos (Rio de Janeiro). O Solo | ndo apresentou nenhum dos agrotdxicos
estudados, 0 que garantiu a auséncia de interferéncias dos mesmos, que resultariam em
quantificagOes erroneas dos analitos de interesse. No entanto, o Solo Il apresentou a presenca
dos agrotdxicos clorpirifds, profenofés e tebuconazol o que impediu a validacdo desses trés
agrotoxicos nessa matriz. A auséncia ou presenca dos agrotoxicos estudados nesses solos foi
verificada por meio da realizagdo de uma extracdo prévia utilizando a versdo QUEChERS
“Acetato” empregando-se na etapa de clean up o PSA e MgSO, e andlise do extrato por
UHPLC-MS/MS.
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Tabela 17: Dados gerais dos agrotoxicos comerciais utilizados nos estudos de dissipag&o.

Nome comercial Tipo de Lote Princinio ativo Pragas comuns em cultivos de tomate Dose
Fabricante formulacéo Validade b Nome comum Nome cientifico recomendada
. . 1620 g/100 L
Actara® 250 WG |  Granulado PLNS . Mosca branca Bemisia tabaci Raca B 12-15 ¢/100 L
. . Tiametoxam Pulgéo verde Myzus persicae
Syngenta dispersivel Fev/ 2018 : - . 16—-20 g/100 L
Tripes Frankliniella shultzei .
800 g/ha gotejamento
® Pinta-preta Alternaria solani
Comet Concgntrgdo - Piraclostrobina Septoriose Septoria lycopersici 40 mL/100 L
Basf emulsionével L .
Mancha-amarela Drechslera tritici-repentis
® « _ . . ' 500-750 mL/ha
Connect Suspenséo 006-16-9804 Imidacloprido + Mosca branca Bemisia tabaci Raca B
Bayer concentrada Set/19 B- ciflutrina Tripes Thrips palmi 750-1000 mL/ha
500-1000 L/ha
Elatus®* Granulado i Azoxistrobina + Pinta preta Alternaria solani 100-200 g/ ha
Syngenta dispersivel Benzovindiflupir Septoriose Septoria lycopersici 200 L/ ha
Folicur® 200 EC Concentrado 003-14-9468 Pinta-preta Alternaria solani
Bayer emulsionavel Jul/17 Tebuconazol Septoriose Septoria lycopersici 100 mL/100 L
Lorsban®480 BR Concentrado 119-14-1388 s Broca pequena do tomateiro | Neoleucinodes elegantalis 1,5 L/ha
Dow emulsionavel Ago/17 Clorpirifos Mosca-minadora Liriomyza huidobrensis 10-1,5 L/ha
y 100-300L/ha
Tracga do tomateiro Tuta absoluta 15 mL/ 100 mL foliar
Premio® Suspensdo 166-15-084 Clorantraniliorole 200 mL/ha gotejamento
Du Pont concentrada Jul/18 P Broca pequena do tomateiro | Neoleucinodes elegantalis 20 mL/100 L
Broca grande do tomateiro Helicoverpa zea 15mL/100 L
Regent® 800 WG Granulado 036-16-05760 . . x . ) 40 g/ha
Basf dispersivel Set/20 Fipronil Ndo autorizado 100-200 L/ha
® ~
Revus Suspensdo - Mandipropamida Requeima Phytophthora infestans 40-60 mL/100 L
Syngenta concentrada
Rival® Concentrado | 0015-16-17400TIB . . -
Nufam emulsionavel 3un/2020 Tebuconazol Septoriose Septoria lycopersici 20 ¢/ 100 L
® - - -
Score Concgntrgdo PLN56 Difenoconazol Plnta-p_reta Altemarla solan_l _ 50 mL/100 L
Syngenta emulsionavel Jul/18 Septoriose Septoria lycopersici
Sencor® 480 Suspens&o 001-166840 Metribuzim Plantas daninhas ] 1L/ha
Bayer concentrada Ago/2019 200-400 L/ha

Em negrito as doses utilizadas no estudo de dissipacao de produtos formulados em laboratério; * Dose recomendada para milho.
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As amostras empregadas ja se encontravam secas, sendo a composi¢do dessas
amostras descritas na Tabela 18, sendo o Solo | um solo com menor quantidade de matéria
organica e maior quantidade de argila e o Solo Il um solo com maior quantidade de matéria
organica e menor quantidade de argila. As analises foram realizadas na EMBRAPA Solos -
Rio de Janeiro. Previamente ao preparo da amostra, o solo foi peneirado em peneira de 32
mesh e armazenado a temperatura ambiente em sacos plasticos e na auséncia de iluminacao.

A composicdo do solo € importante para a escolha do método de extracdo e de
limpeza a ser empregado. Uma maior quantidade de matéria organica, ou seja, a presenca de
acidos humicos e fulvicos, tendem a favorecer a degradacdo quimica, por proporcionar uma
maior area superficial para a degradacdo hidrolitica, a fotodegradacdo e a adsorcdo por
influenciar na ligacdo apolar desses compostos no solo,” sendo necessérias técnicas de

extracao capazes de remover os analitos de modo rapido e eficiente.

Tabela 18: Composicdo quimica das amostras de solo empregadas no desenvolvimento e validacdo

do método.

Composicao Solo | Solo 11

pH 5,9 7,7

MO (g kg™) 29,5 45,7

P (mg dm?) 2,3 8,9

K (mg dm™) 43,8 153,9
Ca (mg dm™) 2,5 142,6
Mg (mmolc dm™) 2,0 16,6

H+Al (mmolc dm™) 65,5 0

Zn (mmolc dm™) 0,78 1704

Fe (mmolc dm™) 92,1 8,1
B (mg dm®) 0,2 0,50

Cu (mg dm™) 4,2 0,17
Mn (mg dm™) 46,2 56,1
Na (mg dm™) 49 11,2

Al (mmolc dm™) 3,6 0,10
Argila (g kg™ 385,3 156,4
Silte (g kg™) 126,3 146,7
Areia (g kg™ 464,2 667,0

MO = Matéria Organica.

3.8 Otimizacao das condic¢des de anélise dos residuos de agrotoxicos utilizando a
UHPLC-MS/MS
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3.8.1 Escolha da composicédo da fase mével e das condicdes cromatograficas

Com base em revisdo bibliogréfica, foram testados diferentes aditivos na fase
movel (FM) e de modificador organico, a fim de obter uma boa separacdo e ionizacdo dos
agrotoxicos, conforme descrito na Tabela 19. Todas as fases mdveis foram filtradas em

membranas de 0,22 pm e desgaseificadas em banho ultrassom por 20 minutos.

Para os testes de escolha do aditivo da fase movel e do modificador organico, foi
utilizada a seguinte programacao de gradiente: 0 min 95:5 (va/vg, sendo A correspondente a
fase aquosa e B a fase organica); 8 min 10:90 (va:vg); 10,40 min 10:90 (va/vg); 11 min 95:5
(Va:vg); 13 min 95:5 (va/vg), com volume de injecdo de 1,00 pL e vazdo de 0,30 mL min’?,
para todas as fases mdveis avaliadas e a concentracdo individual de cada analito na mistura

teste utilizada de foi de 1 mg L™.

Tabela 19: Composicédo das fases méveis avaliadas.

Fase Movel Composicao
FM 1 98% (v/v) H,0, 2% (v/v) Metanol, 0,1% (v/v) Acido Férmico, 5 mol L™
Formiato de Amdnio, pH=3,17: Metanol, 0,1% (v/v) Acido Férmico, 5
mol L™ Formiato de Amonio
FM 2 H,0, 0,1% (v/v) Acido Acético, 5 mol L™ Acetato de Aménio,
pH=4,20: Metanol
FM 3 H,0, 0,1% (v/v) Acido Acético, 5 mol L™ Acetato de Aménio, pH=4,20:
Acetonitrila
FM 4 H.0, 0,1 % (v/v) Acido Férmico, pH=2,78: Metanol, 0,1 % (v/v) Acido
Formico
FM 5 H,0, 0,1 % (v/v) Acido Férmico, pH=2,78: Acetonitrila, 0,1 % (V/v)
Acido Férmico
FM 6 H-0, 0,1% (v/v) Acido Acético, pH=3,29: Acetonitrila, 0,1% (v/v)
Acido Acético
FM 7 H,0, 0,1% (v/v) Acido Acético, pH=3,29: Metanol, 0,1% (v/v) Acido
Acético

Apos a escolha do aditivo da fase mdvel e do solvente organico, com o intuito de
otimizar o tempo de andlise e obter resolu¢Bes adequadas foram avaliados pard@metros como, a
vazéo (0,10, 0,15, 0,20 e 0,30 mL min™), a programacéo do gradiente conforme indicado na
Tabela 20 e a temperatura a ser utilizada na coluna cromatografica (25 °C ou 40 °C). Para
esses testes também foram empregadas a mistura teste de agrotoxicos com a concentracao

individual de 1 mg L™.
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Tabela 20: Tipos e programas de gradientes testados na elui¢do dos analitos em uma vazdo de 0,1 mL
min™ e temperatura da coluna de 40 °C.

Tempo (min) % A %B

0 90 10

3 70 30

Gradiente 1 - 8 10 90

Linear 10 10 90

12 90 10

14 90 10

. 0 60 40
Gradiente 3 -

Linear e curva 3 40 60

n 8 10 90

concava7,8e9e

convexab,4e3 10 10 %0

' 12 60 40

14 60 40

0 60 40

Gradiente 5 - 3 40 60

Linear e curva 8 S %

concava 9 10 v %

12 60 40

14 60 40

0 60 40

Gradiente 6 - 3 40 60

Linear e curva 8 S %

concava 9 10 v %

14 60 40

16 60 40

3.8.2 Condicdes de analise empregando a UHPLC-MS/MS

Para otimizar as condigdes de fragmentacdo do espectrometro de massas foram
realizadas infusbes, ou seja, injecdes diretas no espectrdmetro de massas com as solucdes
individuais de cada agrotxico e do padrdo interno na concentracdo de 10,0 mg L™. A fase
movel empregada consistiu em uma mistura 50:50 (v/v) (dgua contendo 0,1% (v/v) de &cido
formico: metanol contendo 0,1% (v/v) de 4cido férmico), a uma vazéo de 0,10 mL min™. A
partir das infusGes, foram otimizados 0 modo de ionizagédo da fonte, a voltagem do cone e a
energia de colisdo, por meio da varredura dessas condi¢des pelo software MassLynx 4.1,

utilizando a ferramenta AutoTune.
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Posteriormente, realizou-se a andlise de uma solucdo contendo todos o0s
agrotoxicos e o padrao interno na concentracdo de 1 mg L™, preparada em uma mistura de
metanol e 4gua na proporcao de 80:20 (v/v), a fim de se verificar o tempo de retencdo de cada

um dos compostos.

3.9 Avaliagdo da potencialidade das trés versfes do método QUEChERS na

determinacdo de multirresiduos de agrotoxicos em solo

A analise de agrotoxicos em solos requer um preparo de amostra que,
simultaneamente, elimine o méaximo de interferentes e permita a determinacdo de
concentracOes em nivel de tracos.

Apbs a definicdo das condi¢bes cromatograficas a serem empregadas, foram
avaliadas as trés versdes do método QuUEChERS, “Original”, “Acetato” e “Citrato”, na
auséncia e na presenca da etapa de clean up.

Os ensaios foram realizados em triplicata (n=3), ao nivel de fortificacdo
dependente da concentracdo dos agrotdxicos na mistura la, sendo assim, para a a-
cipermetrina, lufenurom e diafentiurom a concentragdo foi de 1000 pg kg!, para a
azoxistrobina, ciromazina, clorpirifés, clorantraniliprole, imidacloprido, mandipropamida,
piraclostrobina, profenofds e tiametoxam foi de 200 pg kg™® e para o difenoconazol,
fenarimol, fipronil, fluopicolida, metribuzim, napropamida e tebuconazol foi de 100 pg kg™
Apbs a diluicdo dos extratos em agua 1:4 v/v, as concentrac@es finais foram de 200, 40 e 20

ug kg !, respectivamente.

3.9.1 Método QUEChERS "'Original”

I. ®. inicialmente foram

Conforme procedimento descrito por Anastassiades et a
pesados (10,0 £ 0,1) g de solo, previamente peneirado em peneira de 32 mesh, em tubos do
tipo Falcon (50 mL) de tampa rosqueavel. Em seguida, a amostra foi fortificada com a mistura
de agrotoxicos descrita no item 3.6.1 e mantida em repouso a temperatura ambiente durante
30 min. Optou-se pelo tempo de 30 min baseando-se nos resultados descritos na literatura
(Tabela 13). No caso de amostras de solo espera-se que ocorra o efeito de acumulagéo e
adsorcéo (em amostras reais) dificultando a sua extracdo, sendo assim, tempos de fortificagdo

curtos tendem a gerar resultados que em pratica podem ndo corresponder com a realidade e
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tempos longos tornam o método impraticadvel em laboratorios de analises de rotina. Apos,
foram adicionados 10 mL de agua deionizada (etapa de hidratacdo), seguida de agitacdo em
vortex durante 1 min e manteve-se a mistura em repouso por mais 30 min. Adicionaram-se 10
mL de acetonitrila e agitou-se em vortex durante 1 min. A seguir, foram adicionados 1 g NaCl
e 4 g MgSO, anidro, agitando-se em vortex por 1 min. A mistura foi entdo centrifugada a
5000 rpm durante 5 min, sendo o sobrenadante retirado com o auxilio de uma seringa de vidro
(capacidade de 3 mL) e filtrado em filtro de seringa de 0,22 um. Uma fra¢ao do sobrenadante
foi diluida em agua deionizada 1:4 (v/v) e injetada no sistema cromatografico (fracdo sem a
etapa de clean up) e com a outra fragdo (4 mL) foi realizada a etapa de clean up com a adigéo
de 600 mg de MgSQO, anidro e 100 mg de PSA em um tubo Falcon (50 mL), sequida de
agitacdo em vortex durante 1 min e centrifugacdo a 5000 rpm durante 5 min, sendo o
sobrenadante filtrado em filtro de seringa de 0,22 um, diluido em agua deionizada 1:4 (v/v) e

injetado no sistema cromatografico.

3.9.2 Método QUEChERS “Citrato”

O procedimento para a execucio da versio QuEChERS “Citrato” > foi
semelhante ao descrito para a versdo QuEChERS “Original”, com excecdo dos sais utilizados.
Nesse método, foram empregados 1 g NaCl, 4 g MgSQ, anidro, 1 g C¢HsNa307.2H,0 e 0,5 g
CeHsNa0.1,5 H,0. A etapa de clean up foi analoga a descrita na versdo “Original”.

3.9.3 Método QUEChERS “Acetato”

O procedimento para a execucdo da versio QuEChERS “Acetato” % foi
semelhante ao descrito para a versio QUEChERS “Original”, com excecdo da quantidade de
solo utilizada, (15,0 + 0,1) g e de agua deionizada 15 mL, do solvente, tendo sido utilizada a
acetonitrila acidificada com 1 % (v/v) de &cido acético, e dos sais, havendo a troca de 1 g de
NaCl por 1,5 g de CH3COONa e foi adicionada uma quantidade maior de MgSO, anidro, 6 g.
A etapa de clean up foi semelhante a utilizada nas versdes “Original” e “Citrato”, com
variacao apenas na quantidade de PSA de 100 mg para 200 mg. Apos os resultados obtidos na
primeira etapa de escolha do meétodo, verificou-se que a versdo “Acetato” apresentou 0s
melhores resultados, sendo entdo, para esta versdo realizado um teste, em triplicata, utilizando
200 mg de PSA, 600 mg de MgSQO, anidro e 200 mg de C18.
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Para a validagdo do Solo Il, na etapa de particdo foram testadas a velocidade de
centrifugagdo de 6000 rpm por 5, 8 e 10 min, pois nas condigOes estabelecidas para o Solo |
(velocidade= 5000 rpm e tempo= 5 min) ndo houve uma separacdo satisfatoria das fases,
sendo necessario 0 aumento do tempo e da velocidade de centrifugacdo. O melhor custo

beneficio foi obtido para o tempo de 8 min.

3.10 Ensaios preliminares para a avaliacdo do método QUEChERS a ser

empregado

Os ensaios preliminares das trés versdes do método QUEChERS foram avaliadas
por meio das andlises das seguintes figuras de mérito: seletividade, faixa linear de trabalho,

efeito matriz e recuperacdo, para selecionar a melhor versao a ser empregada.

3.10.1 Seletividade

A seletividade dos métodos foi avaliada pela injecdo do branco das amostras apos

a extracdo em cada uma das versdes do método QUEChERS.

3.10.2 Faixa linear de trabalho

As linearidades das curvas analiticas foram avaliadas a partir das solugdes
contendo todos os agrotdxicos descritos no item 3.6.1, preparadas em solvente (metanol) e no
extrato da matriz, ambas diluidas a 1:4 (v/v) em &gua deionizada e injetadas em triplicata em
cada ponto, sendo os dados da regressdo linear obtidos com auxilio do software MassLinx 4.1

e Excel.

3.10.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi calculado para as curvas analiticas obtidas para as trés versdes

do método na auséncia e na presenca da etapa de clean up.
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3.10.4 Exatiddo (Recuperacéao)

Para avaliar a versdo do método QUEChERS a ser empregada na etapa de
validacao, foi realizado o ensaio de fortificacdo em niveis correspondentes a concentracdo de
100 pg kg* para o clorpirifés, difenoconazol, fenarimol, fipronil, fluopicolida,
mandipropamida, metribuzim, napropamida, piraclostrobina, profenofés e tebuconazol, de
200 pg kg™ para a azoxistrobina, ciromazina, clorantraniliprole, imidacloprido e tiametoxam e
de 1000 pg kg™ para a a- cipermetrina, diafentiurom e lufenurom. Os extratos foram diluidos
1:4 (v/v) em &gua deionizada, resultando nas concentracdes de 20, 40 e 200 pg kg™,

respectivamente.

3.11 Validacédo do método QUEChERS “Acetato”

O método QUEChERS acetato foi validado em dois tipos de solo de acordo com o
guia SANTE - 11945/2015, determinando as seguintes figuras de meérito, faixa linear de
trabalho, limite de quantificacdo (LOQ), seletividade, precisdo (repetibilidade e preciséo

intermediéria) e exatiddo (recuperacéo). %

3.12 Aplicag¢ao do método QuUEChERS versiao “Acetato” na avaliacdo do tempo

de dissipacdo dos agrotdxicos em solo

Para estimar o tempo em que uma amostra contendo os agrotoxicos estudados
pode ser armazenada em laborat6rio sem que ocorra a degradacdo dos mesmos e o tempo de
dissipacéo, foi realizado um teste que consistiu na aplicacdo no Solo I de 400 uL e de 100 uL
para o Solo Il da mistura de agrotdxicos nas doses aplicadas em campo, conforme a Tabela
17. As amostras foram separadas em 4 grupos conforme indicado na Tabela 21. Nos testes as
amostras de solo (15,0 + 0,1) g foram adicionadas diretamente ao tubo Falcon de 50 mL. Para
as amostras Umidas na etapa de hidratagdo foram adicionados 7,5 mL de &gua deionizada e
para as amostras secas foram adicionados 15 mL.

As coletas foram realizadas em intervalos de tempos de:

Solo I: HF e SF: 30 min, 6 h, 1 dia, 4, 12, 19, 22, 31 e 40 dias.

SeH:30min, 6 h, 1dia, 4, 12, 19, 22, 31 dias.

Solo Il: HF, SF, H e S: 30 min, 6 h, 1 dia, 4 dias, 9 dias, 14 dias, 25 dias, 35 dias.
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Tabela 21: Tratamento das amostras de solo no estudo de dissipa¢do dos agrotdxicos comerciais.

Grupos Tratamento dos solos
Amostra hidratada com 7,5 mL de agua deionizada, na presenca de iluminacao
HF artificial
SF Amostra seca na presenca de iluminacéo artificial
Amostra hidratada com 7,5 mL de agua deionizada, na auséncia de iluminagéo
: artificial
S Amostra seca, na auséncia de iluminacao artificial

3.13 Aplicacio do método QUEChERS versao “Acetato” em amostras de solo

provenientes de diferentes tipos de cultivos

As amostras foram coletadas no periodo de novembro a dezembro de 2017 na
Microrregido de Braganca Paulista em Sdo Paulo. No processo de coleta foi removida a
camada superior e retiradas porcbes de solo de 0-5 cm de profundidade. Estas foram
condicionadas em sacos plasticos escuros e armazenadas em caixas de isopor, sendo,

posteriormente, transferidas para um freezer a— 20 ° C até que fossem realizadas as anélises.

Previamente ao preparo das amostras, foi necessaria a secagem do material em
capela (com a exaustdo ligada) durante 12 h. ApOs esse periodo, as amostras foram
homogeneizadas, peneiradas em peneira de 32 mesh e analisadas seguindo o procedimento

descrito em 3.9.3.

As amostras de solo utilizadas na aplicacdo do método foram provenientes das
cidades de diferentes cidades da Microrregido de Braganca Paulista. Foram analisadas duas
amostras de solo provenientes de produtores rurais distintos, da cidade de Atibaia, para que
pudessem ser comparadas com 0s solos empregados na validacdo, cujo os resultados estdo
descritos na Tabela 22. As analises foram realizadas no Instituto Agronémico de Campinas-
IAC. Segundo Campos e Carneiro, * o municipio de Atibaia situa-se no eixo entre grandes
centros como S&o Paulo, Campinas, Séo José dos Campos e o sul do estado de Minas Gerais.
Localizada na porgdo centro-sudeste do Estado de S&o Paulo, situa-se a nor-nordeste da
capital paulista, Figura 11.2°Sua pedologia se baseia em trés tipos de solos: Latossolos,

Argissolos e Cambissolos, com predominancia dos dois primeiros.
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Tabela 22: Composicdo quimica das amostras de solo provenientes de Atibaia — SP.

Composicao Amostras 1 | Amostra 2
pH 5,4 4,7
MO (g dm™) 38,0 23,0
P (mg dm™) 824,0 25,0
K (mmolc dm™) 6,5 2,3
Ca (mmolc dm™) 132,0 24,0
Mg (mmolc dm™) 29,0 10,0
H + Al (mmolc dm™) 26,0 40,0
B (mg dm™) 2,2 0,2
Cu (mg dm™) 7,7 4,0
Fe (mg dm™) 44,0 33,0
Mn (mg dm™®) 50,0 21,3
Zn (mg dm™) 17,2 1,3
S.B. (mmolc dm™) 167,5 36,3
C.T.C. (mmolc dm™) 193,5 76,3
V% (%) 87,0 48,0

MO = Matéria Orgénica; S.B = Soma de bases trocaveis; C.T.C= Capacidade de troca de cations; V%=

Porcentagem de saturacdo por bases.

MAPA PEDOLOGICO DO
ESTADO DE SAO PAULO
Asgmacion Neossoios
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ety Bl Creromacs. [l Orgwrosscios
Espoconssdion Pancsacios
Geascis [l Corpon Taga
Laosscios [l Aves vtera

microrregido de
Braganca Paulista

www lac.5p.gov.belsolossp

Figura 11: Mapa pedoldgico do estado de S&o Paulo. %
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3.14 Destino dos residuos gerados

Durante o processo de execucdo do trabalho foram gerados residuos solidos e
liquidos, sendo ambos enviados para a empresa contratada pelo Instituto de Quimica da
Universidade  Estadual de Campinas, para sua correta disposicdo  final.
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Capitulo IV: Resultados e
Discussao
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4. Resultados e Discussao

Para a avaliacdo da versdo do método QUEChERS a ser empregado na validacdo

foram realizados testes preliminares na matriz Solo I.

4.1 Escolhas da composi¢do da fase movel e das condic¢des cromatogréficas

E importante ressaltar que durante o processo de escolha da composicio da fase
movel, foi utilizada apenas uma parte dos agrotdxicos estudados, sendo o0s demais
adicionados posteriormente. A fase movel escolhida foi a FM 7, Tabela 19, por ter
proporcionado melhor desempenho cromatogréfico, sendo utilizada também na otimizacéo
das condi¢bes de fragmentacdo. Porém, com a posterior adicdo de novos agrotoxicos, novos
testes foram realizados e a fase movel FM 4, Tabela 19, mostrou-se mais adequada para esta
nova mistura.

Observou-se que, devido as caracteristicas distintas entre 0s agrotoxicos
estudados, a eluicdo isocratica, provavelmente, ndo seria eficiente para a separacdo dos
mesmos, 0 que foi comprovado com as corridas utilizando a FM 7 nas proporcdes 70:30
(valvg) e 50:50 (va/vg). A programacdo de gradiente 0 min 60:40 (va/vg); 3 min 40:60
(Va/vg); 8 min 5:95 (va/vg); 10 min 5:95 (va/vg); 12 min 60:40 (va/vg); 14 min 60:40 (Va:Vs)
foi a que resultou em maior retencdo dos agrotoxicos ciromazina, imidacloprido e tiametoxam
(importante para evitar que 0os mesmos sofressem interferéncia com os compostos polares
presentes na matriz) e melhor separacdo dos analitos, conforme Figura 12.

Dentre as vazdes analisadas, a vazdo de 0,10 mL min™ foi escolhida, devido ao
favorecimento da dessolvatacdo e da ionizacdo dos analitos no electrospray, bem como ao
aumento do tempo de retencdo dos agrotoxicos mais polares em corridas com a programacao
citada, além disso, ndo foi observado o alargamento dos picos cromatogréaficos. A Figura 13
ilustra 0 cromatograma de fon total obtido utilizando a FM 4, vazdo de 0,10 mL min” e a
programacéo por gradiente citada acima.

Apbs a determinacdo da fase mdvel a ser empregada, da vazdo e da programacao
do gradiente, foram realizados testes com a varia¢do da temperatura da coluna cromatogréfica
que por sua vez, mostraram que ndo houve variacdo significativa entre as temperaturas
avaliadas, 25 e 40 °C, sendo escolhida a temperatura de 40 °C. O volume de injecdo adotado
foi de 10 plL, devido & metodologia de diluicdo de 1:4 (v/v) em &gua deionizada descrita por

Vicari empregada no desenvolvimento do trabalho.
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Figura 12: Grafico da variacdo da porcentagem de metanol em funcdo do tempo de andlise

esquematizando a programacéo do gradiente empregada.

Figura 13: Cromatograma de ion total obtido por UHPLC-MS/MS para separacdo dos agrotdxicos e
do padrdo interno em solvente (metanol). Condigbes cromatograficas: Volume de injeg¢do: 10,0 pL;
Coluna: Acquity UPLC® BEH C18 (50 mm x 2,1 mm d.i., 1,7 pm de didmetro de particula);
Composicdo da fase movel: A: H,0, 0,1% (v/v) &cido formico, pH=2,78: B: MeOH, 0,1% (v/v) acido
férmico; vazdo: 0,10 mL min™; Programacéo do gradiente: 0 min 60:40 (va/vg); 3 min 40:60 (Va/Vg);
8 min 5:95 (va/Vvg); 10 min 5:95 (Va/Vg); 12 min 60:40 (va/Vg); 14 min 60:40 (va:vg). Temperatura da

coluna; 40 °C.

4.2 Otimizacao das condic¢des de fragmentacdo no UHPLC-MS/MS

Para cada analito, foram escolhidas duas transicdes caracteristicas utilizando o
monitoramento de reacdes multiplas (do inglés, Multiple Reaction Monitoring, MRM), sendo
que a transicdo de maior intensidade foi utilizada para quantificagdo e a segunda de maior
intensidade para confirmacdo. A fragmentacdo refere-se a extensdo em que um dado
composto é fragmentado na fonte de ions, sendo util para auxiliar na sua elucidagdo estrutural,
consequentemente, na sua confirmacao, em analises em espectrémetros sequenciais. Existem
diversos mecanismos de fragmentacdo, sendo eles dependentes da estrutura e da composicao

do analito. A Tabela 23 apresenta os parametros otimizados do sistema UHPLC-MS/MS e a
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Tabela 24 contém os agrotoxicos estudados e seus parametros de deteccdo otimizados no
modo MRM.

Tabela 23: Parametros otimizados do sistema UHPLC-MS/MS.

Temperatura da coluna (°C) 40
Voltagem do Extrator (V) 3,00
Voltagem do capilar (kV) 2,00

Temperatura de dessolvatago (°C) 400
Vaz&o do gas de dessolvatagdo (N,) (L h™) 800

Vazao do gas do cone (L h™) 120

Temperatura da fonte (°C) 150

4.3 Comparacdao visual dos extratos obtidos com a aplicacdo das trés versdes do
método QUEChERS

A Figura 14 ilustra os seis extratos do branco obtidos empregando as trés versoes
do método QUEChERS na presenca e na auséncia da etapa de clean up. Pode-se observar que,
visualmente, todas as versdes, tanto na auséncia como na presenca da etapa de clean up, se
apresentaram limpidas. No entanto, os extratos nos quais ndo foi realizada a limpeza,
principalmente o oriundo da versdo “Citrato”, apresentaram uma coloracdo levemente
amarelada. Apos a etapa de limpeza, todos os extratos mostraram-se incolores. As extraces

foram realizadas na matriz Solo |I.

1 1 ¥l
Qo QO;

QAc | QA @Cc  aqe; 4

Figura 14: Extratos obtidos utilizando as trés versdes do método QUEChERS na auséncia e na
presenca da etapa de clean up (PSA + MgSQ,). QAc = QUEChERS versdo “Acetato” com clean up;
QAs = QuUEChERS versdo “Acetato” sem clean up; QCc = QUEChERS versdo “Citrato” com clean
up; QCs= QuEChERS versdo “Citrato” sem clean up; QOc = QuUEChERS versdo “Original” com
clean up; QOs = QUEChERS versdo “Original” sem clean up. Matriz: Solo |.
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Tabela 24: Parametros otimizados no sistema UHPLC-MS/MS para as transi¢cdes no modo MRM.

(o Modo de fon lons Voltagem Energia de
Agrotoxicos lonizagéo Produtos o
Precursor do Cone (V) | Colisdo (eV)
ESI (m/2)

Atrazina + 216 197; 28 %g
. . 372 15 10
Azoxistrobina + 404 329 15 30
a- Cipermetrina + 416 15291 38 ig
Ciromazina + 167 gg gg ig
Clorantraniliprole + 484 i?g ig 18
Clorpirifés + 350 122 58 ;8
. . 278 30 30
Diafentiurom + 385 329 30 20
. 251 30 20
Difenoconazol + 406 337 30 15
; 139 30 30
Fenarimol + 331 268 30 20
. 330 25 15
Fipronil - 435 250 25 25
Fluopicolida + 385 ﬂ? gg Zg
Imidacloprido + 256 igg gg 12
339 25 10
Lufenurom - 509 326 25 15
Mandipropamida + 412 igg 38 ig
L. 84 30 20
Metribuzim + 215 187 30 15
Napropamida + 212 132 38 12
: _ 163 15 20
Piraclostrobina + 388 194 15 10
. 305 25 15
Profenofos + 375 347 25 10
Tebuconazol + 308 17205 gg ig
. 211 20 10
Tiametoxam + 292 181 20 20
e 152 35 35
Trifenilfosfato (PI) + 327 215 35 20

Em negrito estdo indicadas as transi¢des de quantificacao;
Pl- Padréo Interno.




Camila Honda Ogihara 100

Dissertacdo de Mestrado

4.4 Ensaios preliminares para avaliacdo do método QUEChERS a ser empregado

4.4.1 Seletividade

Os cromatogramas obtidos com os extratos brancos mostraram que o solo
empregado, Solo I, bem como os reagentes utilizados nas extragcdes, encontravam-se isentos
dos agrotoxicos estudados. A Figura 15 exemplifica uma injecdo do extrato branco da
amostra de Solo I, apds a extragdo aplicando a versao “Acetato” na presenca da etapa de clean
up e a Figura 16 ilustra os cromatogramas obtidos, nas mesmas condi¢Bes, com o extrato do

Solo I fortificado com a mistura 1a e diluido na proporcédo 1:4 (v/v) em agua deionizada.

4.4.2 Faixa linear de trabalho

Para que os resultados obtidos de recuperacdo fossem confidveis foram preparadas
7 curvas analiticas, no extrato da matriz (Solo I), uma para cada versdo do método
QUECHhERS, com triplicata de injecdo, além da curva no solvente (metanol). Na verificacdo
da estabilidade da resposta do instrumento foi utilizado, em todas as injecbes, o padréo

interno trifenilfosfato.

Para a escolha da faixa de trabalho, buscaram-se 0s menores niveis de
concentracdo com razao sinal/ruido igual a 10, por ser este método mais rapido. Os
coeficientes de determinacdo foram superiores a 0,999 para todos os agrotdxicos em todos 0s
métodos empregados, tanto para curva na matriz como no solvente, o que indica que o modelo

linear proposto se ajusta aos dados.

Além do valor do coeficiente de determinacdo, com o auxilio da ferramenta de
analise de dados da planilha Excel, foram obtidos os graficos de residuos e de residuos
padronizados, os quais foram inferiores a 2, indicando que o0s residuos seguem uma
distribuicdo Normal e que ndo existe nenhum resultado anémalo. Os célculos de valores
recuperados de acordo com a equacgdo da reta indicaram que os resultados se ajustam ao

modelo linear, pois os valores de erros associados foram inferiores a 5 %.
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Figura 15: Cromatogramas obtidos por UHPLC-MS/MS com o extrato branco da matriz Solo | apos
extracdo utilizando a versdo QUEChERS “Acetato”, na presenca da etapa de clean up (PSA + MgSOy,).
Condigdes cromatograficas: Volume de injecdo: 10 pL; Coluna: Acquity UPLC® BEH C18 (50 mm x
2,1 mm d.i., 1,7 um de didmetro de particula); Composi¢do da fase movel: A: H,0, 0,1% (v/v)
acido férmico, pH=2,78: B: MeOH, 0,1% (v/v) &cido férmico; Programacdo do gradiente: 0 min 60:40
(va/Vg); 3 min 40:60 (Va/Vg); 8 min 5:95 (va/Vg); 10 min 5:95 (Va/Ve); 12 min 60:40 (Va/Vg); 14 min
60:40 (Va/Vs); Vazdo: 0,10 mL min™; Temperatura da coluna: 40 °C; Matriz: Solo I.
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Figura 16: Cromatogramas obtidos por UHPLC-MS/MS com o extrato fortificado da matriz Solo |
apods extragdo utilizando a versdo QUEChERS* Acetato” na presenca da etapa de clean up (PSA +
MgS0,). Condigdes cromatogréficas: Volume de injecdo 10,0 uL; Coluna: Acquity UPLC® BEH C18
(50 mm x 2,1 mm d.i., 1,7 pum de didmetro de particula); Composic¢do da fase movel: A: H,O, 0,1%
(v/v) é&cido férmico, pH=2,78: B: MeOH, 0,1% (v/v) &cido férmico; Programacdo do gradiente: O
min 60:40 (va/vg); 3 min 40:60 (va/vg); 8 min 5:95 (va/vg); 10 min 5:95 (va/vg); 12 min 60:40

(va/Vg); 14 min 60:40 (va/vg); Vazdo: 0,10 mL min*; Temperatura da coluna: 40 °C; Matriz: Solo I.
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4.4.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi calculado conforme a Equacao 2 e esta apresentado na Figura
17, na qual se pode verificar que a porcentagem do efeito matriz foi superior a £ 20% para a
maioria dos compostos, independente da versdo utilizada e da limpeza dos extratos, sendo 0s
compostos metribuzim e atrazina os Unicos que apresentaram valores de efeito matriz
inferiores a + 20%, em todas as versdes utilizadas do método QUEChERS, indicando que
para esses compostos o efeito matriz ndo foi significativo. Verificou-se que, de modo geral, 0s
agrotoxicos de média e alta polaridade apresentaram menor porcentagem de efeito matriz
quando a etapa de clean up foi empregada, devido a remocao dos coextrativos mais polares da

matriz pelo PSA.

Os agrotdxicos de menor polaridade, de modo geral, apresentaram maiores
porcentagens de efeito matriz, independente da versdo utilizada, sendo mais proeminente para
a versdo “Original” na auséncia da etapa de clean up. Sendo assim, foi realizado um teste
complementar com o uso de C18 na etapa de clean up juntamente com o0 PSA apenas para o
método QUEChERS “Acetato”, uma vez que essa versdo apresentou os melhores resultados.
Observou-se que o0 uso de C18 gerou uma maior supressao de sinal em compostos de média a

baixa polaridade.

Com base nos resultados constatou-se que a curva analitica deve ser construida no

extrato da matriz a fim de se minimizar o efeito provocado pelos interferentes da matriz.

4.4.4 Exatidao (Recuperacao)

Os ensaios de fortificacdo foram realizados conforme item 3.10.4. Devido as
caracteristicas do solo, como a presenca de acidos humicos e de matéria organica, optou-se
pelo uso de PSA, uma amina que, devido as suas propriedades quimicas, permite remover
coextrativos polares e para a remocao de coextrativos de menor polaridade foi empregado o
C18. O sulfato de magnésio anidro foi empregado para a remocao da agua remanescente do

processo de extragéo.

Os resultados se encontram na Figura 18. Analisando a Figura 18 pode-se
verificar que o agrotdxico ciromazina ndo apresentou recuperacdo satisfatoria, conforme
preconiza o0 guia SANTE 2015, * de 70-120 %, em nenhuma das versdes do método
QUEChERS testadas.
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Efeito matriz
120 1
80 -
W OA com clean up PSA
.B_E. WA com clean up Cl8e PSA
M40 7
E W OA sem clean up
E W AC com clean up PSA
::j_' mac sem clean up
w W Q0 com clean up PSA
mAao sem clean up
&
S
-4
_SO a -
Agrotoxicos

Figura 17: Porcentagem do efeito matriz para os agrotoxicos estudados. QA = QUEChERS versdo “Acetato”; QC = QUEChERS versdo “Citrato”; QO =
QuEChERS versdo “Original”. Matriz: Solo .
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Recuperacao
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Figura 18: Porcentagens de recuperacdo dos agrotoxicos estudados. QA = QuEChERS versio “Acetato”; QC = QuEChERS versdo “Citrato”; QO =

QuEChERS versao “Original”. Matriz: Solo .
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Uma das razdes para a baixa recuperagdo desse composto se deve, possivelmente, a sua alta
polaridade que pode favorecer a sua interagdo com coextrativos polares da matriz,
ocasionando a sua coeluicdo com 0s mesmos e, consequente, supressdo do sinal analitico. A
possibilidade de esse agrotdxico ter sido removido por absorcdo no PSA pode ser descartada,
uma vez que as recuperagOes das extragcOes na auséncia e na presenca da etapa de clean up
foram semelhantes para todas as versGes. Com relacdo a presenga ou auséncia da etapa de
clean up, pode-se observar que para as versdes “Citrato” ¢ “Original” ndo houve diferenca
significativa na recuperacao, porém para a versao “Acetato” a recuperacdo apresentou um

aumento com o uso de clean up utilizando tanto o PSA como o PSA + C18.

O agrotoxico lufenurom também apresentou supressao de sinal analitico, porém
os valores de recuperagdo foram superiores a 120 %, em praticamente todos os testes. Um
fator que poderia explicar esses resultados seria a alta concentragdo empregada na mistura,
apesar do agrotoxico apresentar supressdo de sinal. Apenas a versdo “Acetato” na presenca da
etapa de clean up utilizando apenas PSA e MgSO, forneceu resultados satisfatérios (entre 70-
120%), possivelmente, devido ao emprego de acetonitrila acidificada que pode ter favorecido

a recuperacao do mesmo.

Dentre os agrotoxicos diafentiurom e a-cipermetrina, o diafentiurom apresentou
valores de recuperacdo inferiores a 70% para as versdes “Acetato” na auséncia e na presenca
da etapa de clean up e para a versao “Original” com clean up, e valores de recuperacdo acima
de 120% para as versdes “Citrato” com clean up ¢ “Original” sem clean up. Para a o-
cipermetrina foram obtidos resultados insatisfatorios com a versdo “Original” tanto na
presenca quanto na auséncia da etapa de clean up e para a versdo “Acetato” com clean up
(PSA + C18). Esses resultados indicam que esses compostos de maior volatilidade podem ser
extraidos, dependendo da versdo utilizada. As maiores dificuldades nas analises desses
compostos referem-se a alta concentracdo a ser empregada, que pode gerar limites de
quantificacdo elevados, o que, muitas vezes, ndo condizem com as concentracdes presentes na
matriz a ser analisada, e a necessidade de serem analisados logo ap0s sua extracdo, devido as
possiveis perdas por volatilizagdo. Considerando esses pontos, as analises dos agrotoxicos

diafentiurom e a-cipermetrina sdo mais indicadas por cromatografia gasosa.

Resumidamente, foram obtidos valores de recuperacgdo satisfatorios para a maioria
dos compostos para todas as versdes empregadas. Comparando os resultados obtidos, a versdo

que apresentou o maior nimero de recuperagdes insatisfatorias foi a versdo “Citrato” com
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clean up (6 — 182)% com 8 valores, seguida pela versdo “Original” com clean up (24 — 164)%
com 6 agrotoxicos com valores de recuperacdo insatisfatorios, e a versao “Original” sem
clean up (26 — 193)% com 5 valores sendo, portanto, 0 uso dessas versdes descartado. As
versdes “Acetato” sem clean up (15 — 125)% e “Citrato” sem clean up (7 — 176)%
apresentaram o mesmo desempenho com 3 resultados insatisfatorios. Sendo assim, optou-se
pela versdo “Acetato” na presenga da etapa de clean up (26 — 112)% utilizando-se apenas
PSA e MgSO, devido ao melhor desempenho em termos de recuperacdo (apenas 2 valores
insatisfatorios de recuperacao), que foi de 90 % em média, a0 passo que para a versao sem a

etapa de clean up foi de 77 %, considerando todos os valores.

Com a escolha da versdo “Acetato” na presenga da etapa de clean up, optou-se por
realizar um teste para verificar se 0 emprego de C18, PSA e MgSQO, na etapa de clean up
poderia melhorar a recuperacédo e diminuir o efeito matriz dos compostos de baixa polaridade.
No entanto, verificou-se que 6 agrotdxicos apresentaram recuperacdes insatisfatorias, sendo a
faixa obtida entre (40 — 166)%, o- cipermetrina, ciromazina, fipronil, mandipropamida,
piraclostrobina e lufenurom, para os quatro Ultimos as recuperac6es foram superiores a 120
%. Dessa forma, pode-se concluir que o emprego de C18 juntamente com PSA ndo promoveu
melhora significativa na recuperacdo dos agrotdxicos estudados, sendo assim, foi escolhida
para a etapa de validagdo a versdo “Acetato” com a etapa de clean up utilizando somente PSA
e MgSO,.

Devido as elevadas concentracfes necessarias para a analise dos agrotdxicos
lufenurom, diafentiurom e a-cipermetrina 0os mesmos ndo foram avaliados na etapa de
validacdo, bem como a ciromazina, por seus valores de recuperacdo estarem abaixo dos

limites aceitaveis.

4.5 Validacao do método QuEChERS versao “Acetato”

A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares, verificou-se que a versao
QuEChERS “Acetato” na presenca da etapa de clean up utilizando-se somente PSA e MgSO,
foi a que, em média, forneceu os melhores resultados, sendo entdo escolhida para a validag&o.
Nesta etapa, foram avaliadas as seguintes figuras de mérito: seletividade, faixa linear de
trabalho, LOQ, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo em termos de
recuperacgao recomendados pelo guia SANTE 2015.
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Verificou-se que para o Solo Il foi necessario empregar velocidade e tempo de
centrifugagcdo maiores para que ocorresse a separagdo das fases na etapa de particdo, sendo
adotado 6000 rpm de velocidade e tempo de centrifugacdo de 8 min, conforme descrito no
item 3.9.3. A Figura 19 ilustra a etapa de particdo para os dois tipos de solo, apds a
centrifugacdo. Na Figura 20 pode ser visualizado o esquema do método QUEChERS
empregado no preparo de amostra na validag&o.

) ®
Figura 19: Amostras de solo apds a etapa de parti¢do. (A) Solo I e (B) Solo II.

E 3
L Particdo

* 1,5 g acetato de sodio

Fortificagdo ' Hidratagdo Extracdo

* 15 g de solo + mistura * 15 mLdedgua * 15 mLde ACN +1%

de agrotoxicos

* Agitag3o em vortex
por 1 min e repouso
por 30 min

UHPLC-MS/MS

deionizada
* Agitag3o em vortex

por 1 min e repouso
por 30 min

Extrato final foi diluido’
em dgua 1:4 (v/v), e
por fim foi adicionado
o padrio interno,
trifenilfosfato

(v/v) acido acético
¢ Agitagdo em vortex

e 6g sulfatode

magnésio

por 1 min

¢ Agitagdo em vortex
por 1 min

* Solo | : Centrifugagdo
45000 rpm durante 5
min;

* Solo lI: Centrifugagdo
36000 rpm durante 8
min

Filtragdo
* O sobrenadante foi
filtrado com o auxilio
de umaseringae de
um filtro de seringa de
0.22 pm

Figura 20: Esquema do método QUEChERS "Acetato" empregado na validag&o.
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4.5.1. Seletividade

Conforme descrito no item 3.10.1, foram avaliados os reagentes utilizados no
preparo da amostra e as matrizes Solo | e Solo Il para a verificacdo de interferentes. A
seletividade para o Solo | foi apresentada no item 4.4.1 e verificou auséncia de interferentes.
Constataram-se que os extrados obtidos do Solo Il apresentaram-se com a coloragdo
ligeiramente amarelada (Figura 21) o que pode ter ocasionado a presenca de interferentes nos
tempos de retencdo dos agrotoxicos clorpirifos, profenofos e tebuconazol, como pode ser
visualizado na Figura 22. Como a amostra de Solo Il apresentou interferentes com o mesmo
padrdo de fragmentacdo e no mesmo tempo de retencdo dos analitos citados anteriormente,
para se evitar quantificacdo errdnea, os resultados dos mesmos ndo foram reportados para

Solo 1. A Figura 23 apresenta os cromatogramas obtidos apés a fortificacio de 70 pg kg™.

—

} RS

S
N

Figura 21: Extratos obtidos apés a extracdo com o método QUEChERS "Acetato™ na presenca de
clean up (PSA + MgSQ,). Frasco a direita corresponde ao Solo Il e a esquerda ao Solo I.

4.5.2 Faixa linear de trabalho

Para a determinacdo da faixa de trabalho e da linearidade seguiu-se o
procedimento descrito no item 3.10.2, com as solucBes preparadas conforme o item 3.6.2. Os
valores obtidos para o coeficiente de determinacdo foram superiores a 0,999 para ambos 0s
tipos de solo (Tabela 25 Solo | e Tabela 26 Solo I1).

Para confirmar a linearidade, foram construidos os graficos de residuos e de
residuos padronizados, com o auxilio da ferramenta de anélise de dados da planilha Excel,
obtendo-se valores inferiores a 2 para os residuos padronizados, o que indicou que 0s residuos
seguiram uma distribuicdo normal e que ndo foi encontrado nenhum resultado anémalo. Os
calculos de valores recuperados de acordo com a equacao da reta indicaram que os resultados

se ajustam ao modelo linear, pois os valores de erros associados foram inferiores a 5 %.




Camila Honda Ogihara 110

Dissertacdo de Mestrado

MRM of 2 Channels ES+
TIC (tiametoxan )
270

100
4 ot e
000 1.00 200 3.00 400 500 5.00 7.00 800 9.00 10,00 11700 12700 1300 | 1400

MRM of 2 Channels ES+
TIC (imidacloprido)

100
EE; f‘ ‘ 284
T T T T T T T T T T 1

-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

MRM of 2 Channels ES+
TIC (metribuzim)

100
$§ Mﬁ 786
0

000 1.00 200 3.00 400 500 5.00 7.00 800 9.00 10,00 11700 12700 1300 | 1400
MRM of 2 Channels ES+
TIC (atrazina )

100 a
EE; M\IWMWMJ\,WM .

T T T T T T T T T T !

-0.00 1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 800 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

MRM of 2 Channels ES+
TIC (clorantraniliprole)

100
a.% NWmeMV\MN\/ 215
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
MRM of 2 Channels ES+
100 TIC uazn,ﬂstrnbgw;s)
?.53 WMWMW
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 800 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

MRM of 2 Channels ES+
TIC (mandipropamida)
240

1 D% FA*‘WM»MWWW

0
000 100 200 300 400 | &00 | 600 | 700 | 800 9.00 10,00 11700 1200 1300 | 1400
MRM of 2 Channels ES+
100 TIC (fuopicolda)
aﬁé syt e
n T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 100 2.00 3.00 .00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10,00 1100 12,00 12.00 14.00

MRM of 2 Channels ES+
TIC (fenarimol)

100
% J\VW\”’MM e
0
.00 1.00 200 3.00 400 5.00 £.00 7.00 8.00 9.00 10,00 1100 1200 1300 | 14.00

MRM of 2 Channels ES+
TIC (napropamida)

E e
0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
12.00 13.00 14.00

-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .00 7.00 8.00 9.00 10,00 11100
MRM of 2 Channels ES-
TIC (fipronil)
100 219
% AP A e
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
MRM of 2 Channels ES+
7.98 TIC (tebuconazol)
‘003 6.98e4
&
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
MRM of 2 Channels ES+
TIC (piraclostrobina)
100 575
*3 W’J\/WM
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

MRM of 2 Channgels ES+
TIC (difenoconazol)

100
*3 WMVJ\/\NULAWwW o

0
000 | 100 | 200 | abo | 400 500 600 700 800 900 | 1000 1100 1200 | 1300 | 1400
MRM of 2 Channels ES+
100 912 TIC (profenafos)
3 _A,J\_,./["I\_A 1.11e3
=
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,00 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10,00 11100 12,00 13.00 14.00
MRM of 2 Channels ES+
9.61 TIC (clorpirifos)
m;; 8 32e4
0% T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T \ Time
2000 1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 11700 12,00 13,00 1400

Figura 22: Cromatogramas obtidos por UHPLC-MS/MS com o extrato branco utilizando a versdo
QuEChERS “Acetato” na presenga da etapa de clean up (PSA + MgSO,). Condic¢Ges cromatograficas:
Volume de inje¢do 10,0 pL; Coluna: Acquity UPLC® BEH C18 (50 mm x 2,1 mm d.i., 1,7 um de
didmetro de particula); Composi¢do da fase moével: A: H,0, 0,1% (v/v) acido férmico, pH=2,78: B:
MeOH, 0,1% (v/v) acido férmico; Programacdo do gradiente: 0 min 60:40 (va/vg); 3 min 40:60
(Va/Vg); 8 min 5:95 (Va/vg); 10 min 5:95 (va/vg); 12 min 60:40 (vVa/Vg); 14 min 60:40 (va/vg); Vazao:

0,10 mL min™. Temperatura da coluna: 40 °C; Matriz: Solo II.
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Figura 23: Cromatogramas obtidos por UHPLC-MS/MS com o extrato fortificado apds extracéo
utilizando a versio QUEChERS “Acetato” na presenca da etapa de clean up (PSA + MgSO,). Condicdes
cromatograficas: Volume de injegdo 10,0 pL; Coluna: Acquity UPLC® BEH C18 (50 mm x 2,1 mm d.i.,
1,7 um de didmetro de particula); Composi¢do da fase movel: A: H,0O, 0,1% (v/v) &cido férmico,
pH=2,78: B: MeOH, 0,1% (v/v) &cido formico; Programacdo do gradiente: 0 min 60:40 (va/vg); 3 min
40:60 (va/vg); 8 min 5:95 (va/vg); 10 min 5:95 (Va/Vg); 12 min 60:40 (Va/Vg); 14 min 60:40 (Va/Vs);
Vazdo: 0,10 mL min™; Temperatura da coluna: 40 °C; Matriz: Solo 1.
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Tabela 25: Valores de faixa linear de trabalho, curva analitica e coeficiente de determinagdo obtido
em solucdo preparada no extrato da matriz Solo I.

Agrotoxicos Faixa linear de trabalho (ug kg™) Equacéo da reta r’
Tiametoxam 20-140 y="7,9x + 27,6 0,999
Imidacloprido 20-140 y=8,8x - 13,5 0,999
Metribuzim 2-70 y=158,7x + 139,9 0,999
Atrazina 2-70 y=237,1x + 1284 0,999
Clorantraniliprole 10-70 y=7,0x + 19,5 0,999
Azoxistrobina 10-70 y=10,2x + 15,9 0,999
Mandipropamida 10-70 y=28,8 +9,8 0,999
Fluopicolida 2-70 y=1413x+9,9 0,999
Fenarimol 10-70 y=12,3x — 4,2 0,999
Napropamida 2-70 y=278,9x + 105,9 0,999
Fipronil 10-70 y=4,7x + 12,6 0,999
Tebuconazol 2-70 y=803,7x + 372,6 0,999
Piraclostrobina 10-70 y=23,7x + 22,9 0,999
Difenoconazol 10-70 y=150,7x + 40,3 0,999
Profenofos 2-70 y=57,6x + 102,3 0,999
Clorpirifés 10-70 y=53,2x + 3782,8 0,999

Tabela 14: Valores de faixa linear de trabalho, curva analitica e coeficiente de determinacdo obtido
em solucdo preparada no extrato da matriz Solo II.

Agrotoxicos Faixa linear de trabalho (ug kg™) Equagdo da reta r*
Tiametoxam 20-140 y=9,1x + 37,0 0,999
Imidacloprido 20-140 y=9,5x + 6,0 0,999
Metribuzim 2-70 y=179,4x + 158,4 0,999
Atrazina 2-70 y=313,7x + 164,6 0,999
Clorantraniliprole 10-70 y=8,8x + 18,5 0,999
Azoxistrobina 10-70 y=12,7x + 21,0 0,999
Mandipropamida 10-70 y=43,9x + 36,9 0,999
Fluopicolida 2-70 y=159,5x + 93,0 0,999
Fenarimol 10-70 y=13,5x + 19,2 0,999
Napropamida 2-70 y=401,1x + 279,3 0,999
Fipronil 10-70 y=5,2x + 15,5 0,999
Piraclostrobina 10-70 y=38,9x + 46,8 0,999
Difenoconazol 10-70 y=72,2x + 55,4 0,999
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4.5.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi calculado conforme a Equacao 2 e esta apresentado na Figura
24, na qual se pode verificar que a porcentagem do efeito matriz foi superior a + 20% para a
maioria dos compostos. O Solo Il apresentou efeito matriz significativamente superior ao
Solo | para todos os agrotoxicos, excluindo-se o tiametoxam que apresentou uma maior

supressdo do sinal analitico para o Solo 1.

Os agrotoxicos de menor polaridade, de modo geral, apresentaram maiores
porcentagens de efeito matriz tanto para o Solo | do que para o Solo Il. Isto pode ser atribuido
as caracteristicas acidas ou bésicas dos interferentes da matriz, que favorecem a protonacéo ou
desprotonacdo dos analitos, ocasionando aumento do sinal analitico. ®® O aumento do sinal
analitico para o Solo Il foi superior ao observado para o Solo I, provavelmente, devido a

maior presenca de carga organica, como os acidos humicos na matriz.

Com base nos resultados constatou-se que a curva analitica deve ser construida no

extrato da matriz a fim de se minimizar o efeito provocado pelos interferentes da matriz.

45.4 Limites de quantificacdo, exatiddo (recuperacdo) e precisdo (repetibilidade e

precisdo intermediaria)

Para as determinacgdes dos limites de quantificacdo do método foram fortificadas
as amostras e realizadas as extracdes, sendo considerados 0s menores valores para 0s quais se

obtiveram exatiddo e precisdo, conforme recomendado por Ribani et al. ** e o guia SANTE *

Em amostras heterogéneas como o solo ndo € possivel fazer comparacGes com
resultados reportados na literatura, uma vez que as caracteristicas desse tipo de amostra
variam de acordo com a regido, e mesmo com pequenas variacdes podem-se obter resultados
diferentes, como foi observado para os Solos | e Solo Il. Além das propriedades do solo, a
guantidade e as propriedades fisico-quimicas dos analitos, bem como as concentracdes

empregadas nas analises também podem influenciar na determinacdo dos LOQ.

A exatiddo (recuperacdo) foi avaliada em quatro niveis de fortificacdo, realizadas
em quintuplicata (n=5), nas concentra¢des descritas na Tabela 27 para o Solo | e Tabela 28
para o Solo I, tendo sido reportado apenas trés niveis, dependendo do limite de quantificacdo

de cada analito.




Camila Honda Ogihara 114

Dissertacdo de Mestrado

Efeito matriz (%)

Efeito matriz
250
150
HSolo|
HSololl
50 I
r_ A
& ® 3 @ 3® > » SO » > o G
& & &S O N & &
& & & & L S O
e o & & & &S & & oC o
_5{] &3
o <
Agrotoxicos

Figura 24: Porcentagem de efeito matriz para os agrotoxicos estudados.
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Tabela 27: Niveis de fortificacdo e as respectivas concentragcdes dos agrotoxicos. Matriz Solo I.

Concentracdo: 2 pg kg ™

Concentracdo: 4 ug kg *

Nivel I

Atrazina; Azoxistrobina; Clorantraniliprole;
Clorpirifés; Difenoconazol; Fenarimol; Fipronil;
Fluopicolida; Mandipropamida; Metribuzim;
Napropamida; Piraclostrobina;
Profenofos; Tebuconazol.

Imidacloprido e Tiametoxam

Concentracéo: 10 pg kg ™

Concentracéo: 20 pg kg ™

Nivel 11

Atrazina; Azoxistrobina; Clorantraniliprole;
Clorpirifos; Difenoconazol; Fenarimol; Fipronil;
Fluopicolida; Mandipropamida; Metribuzim;
Napropamida; Piraclostrobina;
Profenofos; Tebuconazol.

Imidacloprido e Tiametoxam

Concentracdo: 40 pg kg *

Concentracdo: 80 ug kg *

Nivel 111

Atrazina; Azoxistrobina; Clorantraniliprole;
Clorpirifos; Difenoconazol; Fenarimol; Fipronil;
Fluopicolida; Mandipropamida; Metribuzim;
Napropamida; Piraclostrobina;
Profenofds; Tebuconazol.

Imidacloprido e Tiametoxam

Concentracdo: 70 pg kg *

Concentracdo: 140 pg kg *

Nivel 1V

Atrazina; Azoxistrobina; Clorantraniliprole;
Clorpirifos; Difenoconazol; Fenarimol; Fipronil;
Fluopicolida; Mandipropamida; Metribuzim;
Napropamida; Piraclostrobina;
Profenofds; Tebuconazol.

Imidacloprido e Tiametoxam

Tabela 15: Niveis de fortificacdo e as respectivas concentragdes dos agrotoxicos. Matriz Solo II.

Concentracdo: 2 pg kg ™

Concentracdo: 4 ug kg ™

Nivel |

Atrazina; Azoxistrobina; Clorantraniliprole;

Difenoconazol; Fenarimol; Fipronil; Fluopicolida;

Mandipropamida; Metribuzim; Napropamida;
Piraclostrobina.

Imidacloprido e Tiametoxam

Concentraggo: 10 pg kg ™

Concentracdo: 20 pg kg *

Nivel 11

Atrazina; Azoxistrobina; Clorantraniliprole;
Difenoconazol; Fenarimol; Fipronil; Fluopicolida;
Mandipropamida; Metribuzim; Napropamida;
Piraclostrobina.

Imidacloprido e Tiametoxam

Concentragdo: 40 pg kg ™

Concentracdo: 80 ug kg *

Nivel 111

Atrazina; Azoxistrobina; Clorantraniliprole;
Difenoconazol; Fenarimol; Fipronil; Fluopicolida;
Mandipropamida; Metribuzim; Napropamida;
Piraclostrobina.

Imidacloprido e Tiametoxam

Concentracio: 70 pg kg *

Concentrac&o: 140 pg kg ™

Nivel 1V

Atrazina; Azoxistrobina; Clorantraniliprole;
Difenoconazol; Fenarimol; Fipronil; Fluopicolida;
Mandipropamida; Metribuzim; Napropamida;
Piraclostrobina.

Imidacloprido e Tiametoxam
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Nas Tabelas 29 e 30 estdo descritos os valores de LOQ, exatiddo e precisao
(repetibilidade e precisdo intermediéria) para a matriz Solo | e Solo 11, respectivamente. Para
0s dois tipos de solo, a exatiddo e a precisdo foram adequadas para a maioria dos agrotoxicos,

segundo o guia SANTE 2015, ou seja, exatidao entre 70 — 120% e precisdo com CV < 20%.

Para o Solo I, os valores de exatiddo (recuperacéo) ficaram entre 71 — 119%, com
repetibilidade CV < 20% para a maioria dos agrotoxicos, com excec¢do do fenarimol (100 +
23%) do fipronil (100 + 25)% e do clorpirifds (84 + 23)%, mas em todos 0s casos 0s valores
de recuperacdo foram satisfatérios. Na analise de precisdo intermediéria, apenas para 0
clorpirifés o CV ficou fora da especificacdo, possivelmente, devido a sua menor polaridade e
efeito matriz pronunciado (EM > 250%), como pode ser observado na Figura 24. Apesar dos
resultados de recuperagé@o terem sido inferiores a 100%, esses valores foram relativamente

discrepantes entre uma réplica e outra, gerando valores elevados de CV.

Para o Solo Il, como pode ser verificado na Figura 22, devido a presenca de
interferentes nos tempos de retencdo do clorpirifos, profenofds e tebuconazol, os resultados
para estes agrotoxicos ndo foram reportados por ndo serem confiaveis. Os valores de
recuperacdo ficaram entre 67 — 131%, com repetibilidade em termos de CV < 20%, com
excecao do fipronil que apresentou CV de 21%. Segundo o guia SANTE 2015 valores nédo
contemplados no intervalo de 70 — 120% de recuperacdo podem ser aceitos desde que se tenha
precisdo, CV < 20%, * que seriam os casos do clorantraniliprole (67+ 3)%, no qual pode ter
ocorrido perdas na fase aquosa na etapa de particdo, da azoxistrobina (131 + 10)% e da
piraclostrobia (121 + 9)%. O efeito matriz, devido ao aumento do sinal analitico, pode ter
ocasionado superestimacao da recuperacdo. A precisdo intermediéria em todos os casos foi

inferior a 20%.

Comparando os resultados da validacdo nas duas amostras de solo, pode-se
verificar que a quantidade de matéria organica influenciou no efeito matriz, sendo o aumento
do sinal analitico mais pronunciando para os agrotoxicos no Solo I, mas nao teve influéncia
na exatiddo e na precisdo para a maioria dos analitos, 0 que mostra a eficacia e versatilidade

do método QUEChERS ““Acetato” frente a amostras complexas e heterogéneas, como o solo.
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Tabela 29: Valores de LOQ, exatidao e precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), matriz Solo |.

Niveis de fortificacéo

Agrotéxicos LOQ_1 Nivel I Nivel 11 Nivel 111 Nivel 1V
(ng kg™) Rec (Rep) Rec (PlInter) Rec (Rep) Rec (PlInter) Rec (Rep) Rec (PInter) Rec (Rep) Rec (PInter)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Tiametoxam 20 n.g. n.g. 81 (7) 96 (6) 83 (5) 89 (3) 74 (6) 79 (6)

Imidacloprido 4 86 (11) 102 (13) - - 93 (3) 101 (2) 90 (4) 96 (6)
Metribuzim 2 85 (8) 74 (9) - - 103 (3) 101 (3) 99 (4) 101 (3)
Atrazina 2 82 (4) 71 (13) - - 105 (4) 111 (4) 95 (4) 109 (3)

Clorantraniliprole 10 n.g. n.g. 77 (13) 85 (7) 88 (8) 99 (5) 75 (4) 85 (5)

Azoxistrobina 10 n.g. n.g. 81 (8) 87 (5) 87 (5) 106 (5) 76 (2) 90 (7)

Mandipropamida 10 n.g. n.g. 83 (7) 86 (4) 86 (6) 92 (5) 76 (3) 82 (7)

Fluopicolida 2 89 (7) 97 (12) - - 95 (1) 101 (2) 89 (3) 94 (2)
Fenarimol 10 n.g. n.g. 100 (23) 116 (12) 113 (6) 119 (9) 107 (9) 110 (7)

Napropamida 2 89 (3) 91 (4) - - 94 (3) 103 (3) 87 (4) 94 (4)

Fipronil 10 n.g. n.g. 100 (25) 108 (10) 86 (10) 98 (3) 84 (7) 87 (5)
Tebuconazol 2 83 (6) 79 (9) - - 98 (6) 105 (3) 94 (3) 102 (2)

Piraclostrobina 10 n.g. n.g. 80 (12) 88 (12) 89 (10) 97 (3) 76 (6) 87 (8)
Difenoconazol 10 n.g. n.g. 88 (12) 98 (10) 95 (6) 112 (5) 89 (8) 101 (11)
Profenofos 10 n.g. n.g. 87 (10) 86 (9) 87 (6) 94 (5) 86 (6) 87 (20)
Clorpirifés 10 n.g. n.g. 85 (23) 81 (30) 70 (20) 79 (33) 71 (13) 74 (50)

n.q = ndo quantificado;

Rec = Recuperacéo;
Rep = Repetibilidade;

PInter= Precisdo Intermediéria;
Em negrito os valores ndo contemplados pelo guia Sante 2015.




Camila Honda Ogihara 118

Dissertacdo de Mestrado

Tabela 30: Valores de LOQ, exatidao e precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), matriz Solo I1.

Niveis de fortificacdo

, . LOQ Nivel | Nivel 11 Nivel 111 Nivel 1V
Agrotoxicos (ng kg™ Rec (Rep) Rec (PInter) Rec (Rep) Rec (Pinter) Rec (Rep) Rec (PInter) Rec (Rep) Rec (Pinter)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tiametoxam 20 n.g. n.g. 93 (12) 88 (6) 80 (2) 93 (4) 70 (8) 88 (4)
Imidacloprido 20 n.g. n.g. 92 (8) 105 (3) 90 (4) 95 (2) 84 (4) 96 (3)
Metribuzim 2 n.q n.q 100 (1) 103 (2) 103 (1) 101 (1) 100 (1) 101 (1)
Atrazina 2 92 (5) 113 (16) - - 90 (9) 110 (4) 85 (3) 109 (2)
Clorantraniliprole 10 n.g. n.g. 93 (16) 114 (10) 81 (13) 108 (4) 67 (3) 106 (4)
Azoxistrobina 10 n.g. n.g. 112 (10) 131 (10) 92 (8) 116 (9) 86 (8) 113 (2)
Mandipropamida 10 n.g. n.g. 110 (7) 111 (8) 95 (8) 99 (3) 90 (3) 96 (3)
Fluopicolida 2 91 (8) 113 (19) - - 93 (5) 105 (4) 91 (2) 105 (3)
Fenarimol 10 n.g. n.g. 96 (16) 107 (5) 88 (10) 103 (3) 85 (9) 104 (3)
Napropamida 2 89 (9) 91 (9) - - 89 (7) 95 (2) 88 (2) 95 (1)
Fipronil 10 n.g. n.g. 104 (21) 118 (9) 80 (8) 103 (9) 72 (6) 87 (5)
Piraclostrobina 10 n.g. n.g. 101 (12) 121 (9) 84 (9) 101 (5) 84 (9) 98 (5)
Difenoconazol 10 - - 100 (11) 105 (10) 79 (5) 95 (4) 79 (5) 93 (4)

n.q = ndo quantificado;

Rec = Recuperacéo;
Rep = Repetibilidade;

Pl= Precisdo Intermedidaria;

Em negrito os valores ndo contemplados pelo guia Sante 2015.
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4.6 Dissipacéo de produtos formulados de agrotdxicos em solo

Nos testes de dissipagdo dos produtos formulados pode-se observar que, tanto
para o Solo | como para o Solo I, as dissipa¢cdes dos agrotoxicos nas amostras submetidas a
iluminacdo artificial foram semelhantes, para a maioria dos analitos, independente da
presenca ou auséncia de umidade. Os valores experimentais, foram obtidos por comparacéao
das é&reas correspondentes aos residuos extraiveis do solo (qualitativamente), foram
praticamente equivalentes durante o periodo de 30 dias. As amostras secas apresentaram
dissipacdes ligeiramente superiores as amostras Umidas. Os resultados mostraram que 0s
agrotoxicos estudados sdo relativamente estaveis a fotodegradacdo e a hidrdlise, o que €
desejavel, uma vez que, em sua maioria, esses compostos sdo preparados em caldas
(misturados em &gua) e também estdo sujeitos a irrigacdo e as aguas das chuvas e, no caso da
fotodegradacdo, os mesmos sao, geralmente, aplicados durante o dia e devem permanecer

ativos por um tempo que seja compativel com a finalidade a que se destinam.

Por outro lado, essa persisténcia pode ocasionar a contaminacdo do solo e,
consequentemente, das aguas subterraneas e superficiais, dependendo das propriedades fisico-

quimicas de cada agrotoxico, segundo a Tabela 3.

Solubilidade em agua:
4+ Apenas o imidacloprido, o tiametoxam e o metribuzim sdo altamente sollveis em

agua, os demais agrotdxicos possuem baixa solubilidade;

Volatilidade:
+ Os agrotoxicos que possuem maior tendéncia em permanecerem no solo sdo
azoxistrobina, clorantraniliprole, imidacloprido, piraclostrobina, tiametoxam e o

difenoconazol, sendo os demais volateis;

Mobilidade:
+ Tiametoxam possui alta mobilidade, sendo os demais agrotéxicos de mobilidade
moderada (metribuzim, azoxistrobina, clorantraniliprole e imidacloprido) e de fraca
mobibilidade (clorpirifés, tebuconazol, fipronil, mandipropamida, piraclostrobina e

difenoconazol);

Persisténcia (DT50 campo):
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+ Clorpirifés, mandipropamida, metribuzim sdo considerados ndo persistentes.
Moderadamente persistentes (difenoconazol, fipronil, piraclostrobina, tebuconazol e

tiametoxam) e persistentes (azoxistrobina, clorantraniliprole e imidacloprido);

Probabilidade de lixiviacao:
+ Improvavel a lixiviacdo do clorpirifés, difenoconazol e piraclostrobina. Potencial de
lixiviagho marginal (azoxistrobina, fipronil, mandipropamida e metribuzim)

Susceptivel a lixiviacdo (clorantraniliprole, imidacloprido, tebuconazol e tiametoxam);

Os resultados de DT50, conforme mencionado anteriormente, foram estimados
qualitativamente por meio da comparacao da &rea méxima e 0 tempo necessario, em dias, para
que esse valor atingisse a metade.

Correlacionando os resultados obtidos nos testes de dissipacdo com as
propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos, pode-se observar que, apesar da
heterogeneidade das propriedades, o comportamento de dissipagdo no solo, de modo geral, foi
semelhante, porém esses resultados podem ndo condizer com a realidade em campo, uma vez
que as condicBes ambientais sdo diferentes, principalmente com relacdo a iluminagéo,
temperatura e umidade. Com relacdo a solubilidade em &gua/polaridade observou-se que 0s
analitos mais polares (tiametoxam e imidacloprido) foram os que se dissiparam com maior
velocidade, principalmente na presenca de umidade. A piraclostrobina apesar de suas
propriedades fisico-quimicas ndo favorecerem a sua dissipacdo (baixa solubilidade,
volatilidade e probabilidade de lixiviacédo e de persisténcia moderadas) em ambos os solos, na
presenca de umidade a sua dissipacdo foi rapida, DT50 estimado de 13-15 dias. De modo
geral, a presenca de umidade foi o fator que mais influenciou na dissipacdo dos agrotdxicos.
Os gréficos de dissipacdo para a azoxistrobina se encontram nas Figuras 25-28 para o Solo |
e nas Figuras 29-32 para o Solo Il. Os graficos para 0s demais agrotxicos encontram-se no
Capitulo VII — Apéndice.

Esperava-se uma dissipacdo mais rapida dos agrotdxicos no Solo Il, por conter
maior quantidade de matéria organica (acidos humicos), o que ndo foi observado e sim uma

%1 estudaram a

dissipacdo semelhante nos dois tipos de solo. Rodriguez-Liébana et al. *
influéncia da quantidade de matéria organica na dissipacdo dos agrotoxicos fenarimol e
triacloprido em solos verificaram que quanto maior a quantidade de carbono organico maior a
sorcao desses agrotoxicos. A presenca de uma maior quantidade de argila no Solo | também
ndo se mostrou determinante na dissipacdo dos agrotoxicos estudados, uma vez, como dito

anteriormente, o tempo de dissipacdo foi semelhante em ambos os tipos de solo.
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Figura 25: Grafico da dissipacdo da azoxistrobina no Solo I, na
presenca de luz artificial e de umidade.
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Figura 27: Grafico da dissipacdo da azoxistrobina no Solo I, na
auséncia de luz artificial e na presenga umidade.
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Figura 26: Grafico da dissipacdo da azoxistrobina no Solo I, na
presenca de luz artificial e na auséncia de umidade.
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Figura 28: Gréafico da dissipacdo da azoxistrobina no Solo I, na
auséncia de luz artificial e de umidade.
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Figura 29: Gréfico da dissipagdo da azoxistrobina no Solo I, na
presenca de luz artificial e de umidade.
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Figura 31: Grafico da dissipacdo da azoxistrobina no Solo II, na
auséncia de luz artificial e na presenga umidade.
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Figura 30: Grafico da dissipacdo da azoxistrobina no Solo I, na
presenca de luz artificial e na auséncia de umidade.
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Figura 32: Grafico da dissipagdo da azoxistrobina no Solo Il, na
auséncia de luz artificial e de umidade.
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No caso do Solo Il foi aplicada uma quantidade 4 x menor de produtos
formulados dos agrotdéxicos do que no Solo I, porém, ndo foi observada uma degradacdo mais
acentuada, o que pode néo ter ocorrido devido a maior adsorcdo desses agrotoxicos na matéria
organica do solo, pois estudos indicam que a concentracdo do produto aplicado também infere
grande influéncia na dissipacéo, dependendo do tipo de solo. De acordo com Papadopoulou et
al. 1% em um solo com caracteristica arenosa pode-se observar que em testes de dissipacéo
realizados em laboratorio, os agrotoxicos clorpirifés e tebuconazol apresentaram elevada
persisténcia, dependendo da concentracdo aplicada, o que, no entanto, ndo foi observada em
campo, devido & presenga de microorganismos. Nesse estudo também foi observado que
quanto maior a hidrofobicidade maior a adsorc¢ao do agrotéxico no solo, sendo o clorpirifos o

de maior adsorcao.

Além da concentracdo aplicada, o tipo de formulacdo também pode influenciar na
dissipacdo do agrotdxico, além do principio ativo aos agrotdxicos comercializados, sdo
adicionados ingredientes inertes, cuja funcdo € diluir o ingrediente ativo e facilitar sua
dispersdo ou penetragdo no organismo-alvo '®. Khan e Brown '* estudaram a lixiviacio dos
agrotoxicos azoxistrobina (concentrado em emulsdo e em suspensdo), ciproconazol,
propizamida e tridimenol nas formulacdes comerciais e os padrdes dos mesmos e verificaram
que a lixiviacdo foi maior para os produtos comerciais em todos 0s casos e que esse efeito
aumenta com o aumento da solubilidade da substancia ativa em &gua. Para azoxistrobina, a
formulacdo em emulséo foi mais lixiviada que em suspensé&o.

Os testes foram realizados em um tempo relativamente curto, cerca de 40 dias
para o Solo | e de 35 dias para o Solo Il, dificultando a estimativa do DT50 de alguns analitos.

Os valores estimados encontram-se na Tabela 31. Zhang et al. '®

em um estudo para a
verificacdo da dissipacdo da piraclostrobina em solo (em campo) e em amendoins constataram
que a dissipacao foi mais rapida nas plantas do que no solo, sendo o tempo de meia vida de
10,3-11,2 dias para o amendoim e de 13,1-16,5 dias, valor analogo ao obtido nos testes na
presenca de iluminacdo e de umidade, 15 dias. Em outro estudo de dissipagdo em diversas

matrizes (solo, 4gua e palha de arroz), elaborado por Zhang et al. ™

, constatou-se que 0 tempo
de meia vida para o clorantraniliprole foi de 16 dias em campo, resultado também analogo ao
obtido no experimento na presenga e iluminagdo e de umidade, 15 dias (Solo Il). Comparando
os resultados obtidos com os dados da literatura realizados em campo pode-se notar que

apesar das limitagdes dos experimentos, os resultados foram semelhantes para determinados
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analitos, indicando que esses valores sdo uma boa estimativa da realidade em campo em

alguns casos, apesar de fatores como a degradagéo microbiana ndo estarem presentes.

Com relacdo aos dados de DT50 da Tabela 3, pode-se verificar que os valores
foram distintos tanto para os ensaios em laboratorio quanto em campo. Essa divergéncia pode
ter sido ocasionada pelos tempos dos ensaios, para alguns analitos terem sido menores do que
0 necessario para estimar o DT50 e pelas faltas de informacdes sobre as condi¢fes em que
foram realizados os experimentos, ndo ha indicagdo da presenca ou auséncia de umidade nos
valores de DT50 em laboratério. Em ambos os casos ndo se tem informacbes sobre a
formulacéo utilizada ou se foram empregados padrées analiticos, a concentracdo empregada e
se foram utilizados apenas um analito ou uma mistura, o tipo de solo, esses fatores podem

interferir nos valores obtidos.

Tabela 31: Valores de DT50 (dias) estimados qualitativamente para as amostras de Solo | e Solo II.

Agrotéxicos Solo | Solo 11
HF H SF S HF H SF S
Azoxistrobina 35 30 NE NE NE NE NE NE
Clorantraniliprole 30 NE 30 NE 15 NE 35 NE
Clorpirifés 30 NE 30 NE 15 15 30 30
Difenoconazol 35 NE 35 NE 35 35 35 35
Fipronil 35 NE 35 NE 30 25 NE NE
Imidacloprido 12 12 20 NE 10 10 30 30
Mandipropamida 30 NE 30 NE 30 30 NE NE
Metribuzim 40 NE 40 NE NE NE NE NE
Piraclostrobina 15 15 30 NE 13 13 NE NE
Tebuconazol NE NE NE NE 25 30 NE NE
Tiametoxam 20 27 25 NE 15 12 NE NE

NE= Nao Estimado.

4.7 Aplicacido do método QuEChERS versiao “Acetato” em amostras de solo

provenientes de diferentes tipos de cultivos

As concentracdes dos agrotdxicos encontrados nas amostras de solo provenientes
de diferentes culturas determinadas por meio do método desenvolvido e validado encontram-
se na Tabela 32, na qual foi adotada a numeragéo Pn para indicar cada produtor, a fim de se
preservar a identidade dos produtores rurais. Foram coletadas 2 amostras de solo de diferentes
cultivos para se verificar o uso do mesmo principio ativo em culturas diferentes, com excecéo
para o P1, para o qual ndo foi possivel a analise da segunda amostra e para o P8 que cultivava

apenas tomates.
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Para as analises dos residuos de agrotoxicos foram observadas as caracteristicas
do solo para selecionar o solo que fosse mais semelhante, Solo | ou Il, para fazer a
quantificacdo. Dessa forma, o Solo | foi utilizado para construir a curva analitica para as
amostras provenientes de todos os produtores, com exce¢do do produtor P5, para o qual a
quantificacdo foi realizada empregando o Solo Il. Na aplicacdo do método em amostras de
solos provenientes do municipio de Atibaia, pode-se observar que comumente 0 mesmo
residuo de agrotdxico foi encontrado nas duas amostras de cultivos diferentes coletadas no
mesmo produtor, o que sugere a aplicacdo do mesmo principio ativo independente do cultivo.
Nesses casos, muitas vezes, como se tratam de CSFIs, esses agrotoxicos ndo estdo registrados
para essas culturas e resultam em amostras insatisfatorias com agrotdxicos ndo permitidos.

Como mencionado anteriormente, apenas o P5 foi quantificado pelo Solo II,
devido a sua maior porcentagem de matéria organica, observada apenas de forma visual,
sendo a Amostra 1 pertencente ao produtor P7 e a Amostra 2 ao produtor P2. De acordo com
as andlises de solo, constatou-se que a quantidade de matéria organica nas duas amostras ndo
foi significativamente diferente e em ambos os casos foram inferiores aos obtidos para o Solo
I, sendo aceitavel a quantificacdo pela matriz Solo I. Para os demais solos, devido as
caracteristicas serem semelhantes, a quantificacdo procedeu da mesma forma.

Embora os limites de quantificacdo do método tenham sido relativamente baixos,
a maioria dos agrotoxicos estavam com valores abaixo do limite de quantificacdo, com
excecdo da azoxistrobina, clorantraniliprole, difenoconazol, fipronil, piraclostrobina,
tebuconazol que puderam ser quantificados em algumas amostras. Dos agrotdxicos estudados
ndo foram detectados residuos de atrazina, fenarimol, fluopicolida, mandipropamida,
napropamida e profenofds.

Apesar dos resultados indicarem uma razoavel utilizacdo de agrotoxicos pelos
produtores da regido, os mesmos poderiam ter sido melhores avaliados, empregando um
escopo maior de agrotoxicos e variando a época das coletas, uma vez que os produtores, em
sua maioria, cultivam no tempo, ou seja, sem o chamado cultivo protegido (com o uso de
estufas), o que pode influenciar na determinacdo dos agrotdxicos, devido as perdas por
lixiviacdo causadas pelas chuvas, pois as coletas foram realizadas no periodo de chuvas
(novembro e dezembro).

Os agrotdxicos com maior numero de detec¢bes foram o tebuconazol (fungicida)
gue esteve presente em todas as amostras, o clorpirifés (inseticida) e o metribuzim
(herbicida).
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Tabela 32: Concentragdes (mg kg™) e estimativa do desvio padréo absoluto dos agrotéxicos encontrados nas amostras de solo.

: P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Agrotoxicos - iz
Abob Esp Couve | Alface Salsa | Almeirdo | Alface | Coentro | Abob Vagem Jilo Coentro Esp. Tomate
Atrazina
. . 27,8 17,3 52,7
Azoxistrobina <LOQ <LOQ <LOQ @.7) (1.9) (0.6)
Clorantraniliprole (308;57) <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Clorpirifés <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ |<LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ <LOQ
. 16,7 194
Difenoconazol <LOQ | <LOQ 0.7) <LOQ | <LOQ | <LOQ (0.4)
Fenarimol
. . 101,0
Fipronil (5.4)
Fluopicolida
Imidacloprido <LOQ <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ
Mandipropamida
Metribuzim <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ <LOQ | <LOQ
Napropamida
. . 15,3 13,8
Piraclostrobina <LOQ | <LOQ (3.3) (1.4)
Profenofés
Tebuconazol | <LOQ (107 '8% <L0Q | <LOQ | <L0Q | <L0Q |<L0Q | <LOQ | <LOQ ?22’8(; <L0Q | <L0Q | <L0Q | <L0Q
Tiametoxam <LOQ <LOQ

Abob= Abobrinha; Esp= Espinafre;
Em negrito as amostras quantificadas.
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O tebuconazol € um dos exemplos da consequéncia da Instru¢cdo Normativa
Conjunta n® 1, de 16 de junho de 2014 que aumentou, consideravelmente, o escopo de
culturas nas quais este agrotoxico passou a ser indicado, sendo permitido para as culturas de
abobrinha, almeirdo, couve e jild, entre outras que anteriormente ndo estavam registradas,
além da alface e do repolho que j& estavam registrados. O clorpirifés ndo se encontra
registrado para nenhuma das culturas analisadas, no entanto foi o segundo agrotoxico mais
detectado, sendo relatado o seu uso por alguns produtores (que infelizmente desconhecem que
ndo deve ser utilizado em suas plantacGes), mas ndo em todos os casos de deteccdo. O
metribuzim, que possui registro apenas para o cultivo de tomates, foi encontrado em solos
com diferentes cultivos. Nesse caso, além de ndo se ter uma conformidade, dependendo da
cultura e da aplicacdo pode ocorrer fitointoxicacdo das plantas, uma vez que esse herbicida é
sistémico e seletivo para folhas largas.

Pode-se observar que a maioria das detec¢des foi de agrotdxicos ndo autorizados,
e dos agrotoxicos que foram quantificados, o fipronil foi o que apresentou maior
concentracdo, mesmo ndo sendo permitido para cultura do espinafre e, segundo o agricultor, o
produto foi aplicado mesmo sabendo que 0 mesmo ndo poderia ter sido usado, mas alegou
ndo possuir outro agrotéxico com a mesma eficiéncia para 0 combate das pragas. A cultura
cujo solo apresentou a maior quantidade de residuos de agrotoxicos quantificados foi o de
espinafre, no qual, dos residuos de agrotdxicos encontrados nenhum estava registrado para
essa cultura o que demonstra a caréncia do registro de principios ativos. O solo das demais
culturas, vagem e coentro também apresentaram irregularidades no que diz respeito a
utilizacdo de principios ativos ndo registrados e em quantidades elevadas, apenas o solo do
cultivo de tomate apresentou residuos de agrotdxicos permitidos para o cultivo, porém,
também em concentracdes altas, cerca de 100 vezes o LMR para a azoxistrobina e de 200
vezes 0 LMR para o difenoconazol, conforme descrito na Tabela 33.

Na maioria dos casos, constatou-se que os produtores ndo possuem informagoes
sobre a proibicdo de determinados agrotoxicos ou utilizam mesmo tendo conhecimento dessa
proibicdo, alegando melhor custo beneficio e, muitas vezes, aplicam dosagens acima do
recomendado, ocasionando contaminacdo de seus produtos e do meio ambiente, além de
prejudicarem a sua saude, pois muitos produtores também desconhecem ou ignoram a
necessidade do uso de EPIs e do descarte adequado das embalagens. Pode-se observar que
apesar da existéncia dos fatores ambientais para a dissipacdo desses agrotoxicos como a
degradacdo bioldgica, os agrotdxicos quantificados estavam em concentragdes elevadas o que

indica que essa aplicacdo indevida pode acarretar na contaminagdo do solo.
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Tabela 33: Residuos de agrotoxicos detectados em solo (mg kg™) e seus respectivos LMR (mg kg™) para as diferentes culturas analisadas.

o Culturas
Agrotoxicos Espinafre | Vagem | Couve | Abobrinha | Almeirdo | Alface | Salsa Jilo Coentro | Tomate
. . 17,3 <LOQ <LOQ 27,8 52,7
Azoxistrobina (NA) (1,0) (NA) (NA) (0.5)
- 38,7 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Clorantraniliprole (NA) 0.7) (NA) (NA) 0.3)
Cloroirifés <LOQ <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ <LOQ
P (NA) (NA) (NA) (NA) (NA) (NA) (NA) (NA) (NA) (NA)
Difenoconazol 16,7 <LOQ <LOQ | <LOQ 19,4
(NA) (NA) (NA) (NA) 0,1)
Fipronil %[(\)&A\())
. . <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Imidacloprido (NA) 2,0) (0,01) (0,5) (0,5)
N <LOQ <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ | <LOQ <LOQ
Metribuzim (NA) (NA) (NA) (NA) (NA) (NA) (NA)
Piraclostrobina (ﬁf) <(IN_2)Q (1N5A%
17,8 62,0 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ | <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ
Tebuconazol (NA) (NA) 2,0) (0,5) (3,5) (3,5) (NA) (0,2) (NA) (0,3)
Tiametoxam <(|1-8)Q <(|1-,(8)Q

NA= Nao Autorizado;

Em negrito as amostras quantificadas.
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Capitulo V: Conclusoes e
Sugestoes de trabalhos
futuros
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5. Conclusoes

As melhores condi¢des cromatograficas para a determinacdo dos agrotdxicos
selecionados foram obtidas utilizando a fase mdvel composta por metanol/agua e acido
formico como aditivo em ambos os solventes, vazdo de 0,1 mL min™ e elui¢do por gradiente
com 40% de solvente organico no inicio, que resultaram em picos mais simétricos, com boa
resolucdo e, consequentemente, melhor desempenho cromatogréafico.

A anélise visual dos extratos obtidos empregando as trés versdes do método
QUEChERS — “Acetato”, “Citrato” e “Original” na presenga ou na auséncia da etapa de clean
up mostrou que independentemente do emprego da etapa de clean up todos os extratos se
apresentaram limpidos. Entretanto, com o emprego da etapa de clean up, devido a uma maior
remocao dos interferentes, foram obtidos extratos com menor coloragdo, para o Solo I. Os
extratos do Solo II apos a extragdo com a versdo “Acetato” apresentaram uma coloragédo
ligeiramente amarelada, devido, possivelmente, a presenca de maior conteido de matéria
organica dentre outros interferentes.

As trés versbes do método QUEChERS analisadas apresentaram resultados
satisfatorios para a maioria dos analitos e a auséncia de etapa de clean up gerou recuperacées
inferiores quando comparada com suas respectivas versdes nas quais foi empregada a etapa de
clean up, com exce¢do da versdo “Original” com a qual, para os compostos de menor
polaridade, observou-se maior recuperacdo sem o uso de clean up. A etapa de clean up com
PSA foi eficiente para a remocgdo de interferentes de maior polaridade, porém, o seu uso
concomitante com C18 ocasionou supressdo do sinal para os agrotdxicos de média a baixa
polaridade, prejudicando as recuperacdes dos mesmos. Os agrotoxicos ciromazina,
diafentiurom, a-cipermetrina e lufenurom ndo foram empregados na etapa de validagdo
devido a recuperacdo da ciromazina ser inferior a 70% e as elevadas concentracdes
necessarias para as analises dos demais agrotoxicos.

A versdo “Acetato” utilizando apenas PSA e 0 MgSO, anidro na etapa de clean up
foi a que apresentou os melhores resultados, com recuperacdes satisfatorias para a maioria dos
agrotoxicos estudados e menor custo, quando comparada com a versdo “Citrato”. O emprego
do PSA na etapa de clean up além de melhorar a recuperacdo quando comparada com a
versdo sem limpeza, permitiu maior versatilidade ao método em seu emprego em solos com

maior porcentagem de matéria organica (acidos himicos), Solo II.
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Nos estudos de validagdo do método desenvolvido verificou-se que a relacdo da
concentracdo com a area foi linear para todos os agrotdxicos na faixa de trabalho utilizada e
que os LOQ foram adequados ao tipo de andlise a ser realizado (baixas concentracgdes),
garantindo confiabilidade nos resultados de recuperacdo. O efeito matriz foi significativo para
a maioria dos agrotoxicos estudados em ambos os tipos de solo, conforme esperado, devido a
complexidade da matriz, sendo necesséria a construcdo da curva analitica no extrato da
matriz. Para o Solo | os valores de exatiddo (recuperacdo) ficaram no intervalo de 71 — 119%,
com repetibilidade, CV < 20% para a maioria dos agrotdxicos, com excecdo do fenarimol
(100 + 23)%, do fipronil (100 + 25)% e do clorpirifés (84 + 23)%, mas em todos 0s casos 0S
valores de recuperacdo foram satisfatérios, apenas o clorpirifés apresentou precisdo
intermediaria CV > 20%. Para o Solo Il, os valores de recuperacdo ficaram entre 67 — 131%,
com repetibilidade CV < 20%, com excecdo do fipronil com CV de 21%, em todos 0s casos a

precisdo intermediaria foi inferior a 20%.

Os testes de dissipacdo dos produtos formulados em laboratério mostraram ser
uma boa alternativa para ensaios preliminares aos testes em campo, pois apesar das limitacdes
das condi¢cbes simuladas em laboratorio, os resultados podem auxiliar na compreensdo da
dindmica de dissipacdo dos agrotdxicos no solo. Apesar da heterogeneidade das amostras Solo
I e Solo Il, das diferentes propriedades fisico-quimicas dos analitos e da diversidade de
concentracdo empregada, o comportamento de dissipacdo dos agrotoxicos foi semelhante.
Apenas a presenca ou auséncia de iluminacdo e de umidade geraram diferencas na dissipacéo,

sendo ligeiramente mais rapida na presenca de iluminacdo e umidade.

O método desenvolvido e validado foi aplicado com sucesso na determinagdo dos
agrotoxicos estudados em amostras de solos provenientes do cultivo convencional de
hortalicas ndo folhosas e folhosas. Os agrotdxicos detectados mais frequentemente foram o
tebuconazol (fungicida), que esteve presente em todas as amostras, o clorpirifds (inseticida) e
0 metribuzim (herbicida) e o fipronil (inseticida), o qual foi encontrado em maiores
concentragfes. Constatou-se que os produtores utilizam o mesmo principio ativo para
diferentes cultivos e na maioria dos casos utilizam principios ativos ndo autorizados e que
muitos desconhecem a sua proibi¢do ou a ignoram em detrimento do custo beneficio, gerando
inseguranca alimentar, contaminacdo ambiental e danos a salde do trabalhador, do

consumidor e de animais.
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5.1 Sugestdes de trabalhos futuros

+ Aumento do escopo de agrotéxicos a serem analisados;

+ Validagdo do método QUEChERS “Acetato” em outros tipos de solo;

+ Avaliacdo da dissipacédo de produtos formulados em campo;

+ Avaliacdo da potencialidade de contaminacdo de aguas subterraneas pelos agrotoxicos

estudados;

+ Avaliacdo do impacto ambiental na microbiota do solo causado pela contaminacéo do

solo por agrotdxicos.
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