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INDICE

Observa-se nas figuras acima que os cromatogramas referentes aos brancos das

matrizes isentas do herbicida ndo apresentam picos interferentes no mesmo

tempo de retencao do composto analisado o que torna a metodologia seletiva.

RESUMO

ASSIS, Emanuel Carvalho de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2009. Sorcao, dessor¢cao e lixiviacdo do picloram em solos brasileiros.
Orientador: Antonio Alberto da Silva. Coorientadores: Luiz Claudio de Almeida
Barbosa e Claudio Ferreira Lima.

Neste trabalho, a técnica de extragdao solido-liquido para a determinacao do
herbicida picloram em solos foi otimizada e validada. Em seguida avaliou-se a
sor¢do, dessor¢do e lixiviagdo do picloram em solos brasileiros cultivados com
pastagens. Na etapa de otimizacdo da técnica, foi empregado um Argissolo
Vermelho-Amarelo, com 3,10 dag kg de matéria organica e pH igual a 4,96.
Alguns parametros como a propor¢do solo: solugdo extratora, tipo e tempo de
agitacdo, for¢a ionica e pH da solugdo extratora foram otimizados. O método
otimizado foi validado determinando-se a seletividade, linearidade, limites de
deteccao e quantificagcdo, precisdo e exatidao. A metodologia ESL mostrou-se
eficiente para andlise dos residuos do agrotdxico estudado, com porcentagens de
recuperagdo acima de 90 %. Além disso, a metodologia apresentou extratos
limpos, ndo necessitando de etapas de “clean up’ para analise cromatografica. Os
parametros avaliados no processo de validacao (seletividade, limite de deteccao,
limite de quantificacdo, linearidade, precisdo e exatiddo) indicaram que a
metodologia ESL ¢ eficiente para a extra¢do dos residuos de picloram nos solos
estudados, apresentando limites de deteccdo e quantificacao iguais a 20,0 e 66,0
ug kg' para o solo AVA assim como 40,0 ¢ 132,0 ug kg para o solo LVA

respectivamente. Os coeficientes de variacao (CV) foram iguais a 2,32 e 2,69 para



os solos AVA e LVA respectivamente. Para os estudos de sor¢ao foi utilizado o
método “Batch equilibrium” onde, solu¢des padrao do herbicida foram preparadas
em CaCl, 0,01 mol L' e adicionadas a 2,00 g de solo com posterior agitagdo por
24 h. Apds isso, o sobrenadante foi filtrado e o picloram, nele contido,
quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O coeficiente de sor¢ao
(Kf,) e de dessorcao (Kfy) foram determinados com a utilizacdo das isotermas de
Freundlich. A ordem crescente dos coeficientes de sor¢do foi: LVA < AVA. Essa
ordem confirma a influéncia do pH do solo e do teor de matéria orgénica na
sor¢ao do picloram. Observou-se também que os valores de Kfy observados foram
superiores aos Kf,, e que o oposto foi verificado para o pardmetro n
caracterizando assim o fendmeno de Histerese (H). A ordem crescente para o
indice de histerese do picloram nos solos estudados foi LVA < AVA, significando
que o solo AVA apresenta menor dessor¢ao do herbicida anteriormente sorvido.
No estudo da lixiviag@o do picloram foram utilizadas colunas de PVC de 10 cm de
didmetro por 50 cm de comprimento, preenchidas com amostras do solo em
estudo sendo estas umedecidas proximas a capacidade de campo para posterior
aplicacao do herbicida. Foram simuladas chuvas (20, 40 e 80 mm) no topo dessas
colunas. Apos a drenagem das colunas, foram coletadas amostras do solo para a
andlise cromatografica e para a semeadura da planta indicadora (Cucumis sativus)
para o teste biologico. As amostras de solo coletadas em diferentes profundidades
das colunas foram conduzidas ao laboratorio para extragdo e quantificagao do
herbicida. Foram encontrados residuos de picloram até 10, 15 e 25 cm de
profundidade nas colunas submetidas a 20, 40 e 80 mm de chuva respectivamente.
Concluiu-se que maiores volumes de chuva resultaram numa maior lixiviagdo do
picloram pelas colunas de solo. Verificou-se boa concordancia entre o bioensaio e
a andlise cromatografica, sendo possivel quantificar o herbicida nas profundidades
onde foi possivel perceber intoxicacdo das plantas indicadoras. Concluiu-se
também que o picloram apresenta baixa sorcdo e alta mobilidade, sendo um
importante contaminante ambiental, com grande potencial de contaminagdao de

aguas superficiais e subterraneas.



ABSTRACT

ASSIS, Emanuel de Carvalho, M.Sc., Unversidade Federal de Vicosa, December,
2009. Sorption, desorption and leaching of picloram in Brazilian soils.
Advisor: Antonio Alberto da Silva. Co- Advisors: Luiz Claudio de Almeida
Barbosa and Claudio Ferreira Lima.

In this work, the technique of solid-liquid extraction for the determination
of the herbicide picloram in soils has been optimized and validated. Then we
evaluated the sorption, desorption and leaching of picloram in Brazilian soils
planted with grass. In step optimization technique, was used an Ultisol, with 3.10
dag kg-1 of organic matter and pH 4.96. Some parameters as the ratio soil:
solution extraction, type and time of agitation, ionic strength and pH of extraction
solution were optimized. The optimized method was validated by determining the
selectivity, linearity, limits of detection and quantification, precision and
accuracy. The ESL methodology proved efficient for analysis of residues of
pesticides studied, with percentages of recovery above 90%. Furthermore, the
methodology presented cleaner extracts, which requires no steps to "clean up" for
chromatography. The parameters evaluated in the validation process (selectivity,
detection limit, quantification limit, linearity, precision and accuracy) indicated
that the ESL methodology is efficient for the extraction of residues of picloram in
soils, with limits of detection and quantification of 20.0 and 66.0 mg kg™ soil for
the AVA as well as 40.0 and 132.0 mg kg soil for the LVA respectively. The
coefficients of variation (CV) were equal to 2.32 and 2.69 for soils AVA and

LVA respectively. For sorption studies were performed using the "Batch



equilibrium" where the herbicide standard solutions were prepared in CaCl, 0.01
mol L and added to 2.00 g soil with subsequent shaking for 24 h. After that, the
supernatant was filtered and picloram, contained therein, quantified by liquid
chromatography with high efficiency. The sorption coefficient (Kf,) and
desorption (Kfp) were determined using the Freundlich isotherms. The order of
the sorption coefficients were: LVA < AVA. This order confirms the influence of
soil pH and organic matter on sorption of picloram. It was also observed that the
values of Kf;, were observed above the Kf,, and that the opposite was found for
the parameter n characterizing the phenomenon of hysteresis (H). The increasing
order for the index of hysteresis of picloram in soils was LVA < AVA, meaning
that the soil has less AVA desorption of previously sorbed herbicide. In the study
of leaching of picloram were used PVC columns of 10 cm in diameter and 50 cm
long, filled with soil samples in this study is wetted to field capacity for
subsequent herbicide application. Were simulated rainfall (20, 40 and 80 mm) on
top of these columns. After drainage of the columns were collected soil samples
for chromatographic analysis and for the sowing of the indicator plant (Cucumis
sativus) for biological testing. Soil samples collected at different depths of the
columns were sent to the laboratory for extraction and quantification of the
herbicide. Residues have been found picloram to 10, 15 and 25 cm depth in
columns subjected to 20, 40 and 80 mm of rain respectively. It was concluded that
larger amounts of rain resulted in a greater leaching of picloram by soil columns.
There was good correlation between the bioassay and chromatographic analysis, it
is possible to quantify the herbicide in the depths where it was possible to detect
intoxication of indicator plants. It was also concluded that picloram low sorption
and high mobility, is an important environmental contaminant, with great

potential for contamination of surface water and groundwater.






1. INTRODUCAO GERAL

O agronegdécio ¢ hoje a principal atividade econdmica brasileira,
respondendo por cerca de 34% do produto interno produto (PIB) e também por
cerca de 38% dos empregos formais. Tanto a pecudria de corte quanto a de leite
tém contribuido para tais resultados, ¢ de acordo com o levantamento realizado
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, o Brasil produziu em 2008,
27,579 bilhdes de litros de leite que juntamente com a carne bovina e a carne de
frango, formam juntos o grupo dos principais produtos de origem animal
produzidos no Brasil (IBGE, 2009). O rebanho bovino brasileiro ¢ formado por
cerca de 202 milhdes de cabecas, tendo grande possibilidade de aumentar ainda
mais. A produgdo pecuaria seja de corte ou de leite, tem como base de sustentagdo
as pastagens, pois, essas representam fonte de alimento de menor custo e eficiente
energeticamente. (Paulino et al. 2002).

A carne brasileira possui boa aceitagdo no mercado internacional ja que ¢é
vista como carne barata, “verde”, segura e de qualidade. As condi¢cdes naturais
propicias ao desenvolvimento da pecudria de corte, aliadas a melhoria das técnicas
de producao, modernizacao das industrias, combate a enfermidades, trabalhos de
promoc¢ao e marketing, levaram o Brasil em 2003, ao posto de maior exportador
de carne bovina do mundo (Pires, W., 2006). J& que a base de sustentagdo dessa
atividade ¢ a pastagem, ¢ de suma importdncia sua manutencdo em condig¢des
adequadas de producao. Porém, o que se observa na pratica ¢ a predominancia de
pastagens degradadas (Santos, M.V. et al., 2006).

Dentre os varios fatores que contribuem para a degradacdo das pastagens
e, a consequente baixa produtividade, destaca-se o seu manejo inadequado. Isso
ocorre devido a falta de assisténcia técnica especializada, plantio de espécies
forrageiras ndo adaptadas ao solo e ao clima, perda de fertilidade dos solos por
erosdo e por falta de adubacgao, pragas e doengas, e principalmente infestagcao das
pastagens por plantas daninhas de folhas largas (Pires, W., 2006).

O problema da infestacdo das pastagens por plantas daninhas esté ligado a
grande capacidade que essas possuem de competir pelos fatores de crescimento,

como luz, agua, gas carbonico e nutrientes. Além dessas caracteristicas, a grande
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producao de sementes e facilidade de propagagdo, a germinacao desuniforme das
mesmas durante o ano e dorméncia, o crescimento mais rapido e a reproducao por
partes vegetativas fazem com que as plantas causem grandes prejuizos as
pastagens (Silva e Silva, 2007). Desta forma, essas plantas promovem a queda da
capacidade de suporte da pastagem, aumentando o tempo de formacdo e de
recuperagdo do pasto, podendo causar ferimentos e/ou intoxicacdo aos animais,
além de comprometerem a estética da propriedade (Tuffi Santos, L.D. et al. 2004;
Silva et al., 2002).

No manejo de plantas daninhas em qualquer cultura ou em pastagens,
objetiva-se inibir seu desenvolvimento e/ou provocar sua morte mantendo a
integridade da lavoura ou das plantas forrageiras. Segundo Silva e Silva (2007), o
manejo dessas plantas pode ser realizado através do controle preventivo, cultural,
mecanico, fisico, bioldgico e quimico. De acordo com os autores, estes diferentes
tipos de controle devem ser realizados de maneira integrada, constituindo-se o que
se denomina manejo integrado de plantas daninhas.

Todavia, devido ao baixo custo e eficacia do método quimico, este vem
sendo empregado de forma intensa e abusiva, gerando grande preocupagao devido
aos problemas de contaminagcdo ambiental (Santos, M.V. et al.,, 2006). A
utilizacdo de herbicidas em pastagens gera ainda mais preocupacdo, pois, a
maioria desses produtos apresenta baixa sor¢ao e longo periodo residual no solo,
podendo causar danos as culturas subsequentes, contaminar aguas superficiais e
subsuperficiais. Podem também intoxicar outras culturas cuja adubagdo foi
realizada com esterco bovino proveniente de pastagens tratadas com esses
produtos (Silva et al., 2007).

O Brasil ¢ um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo tendo
as vendas alcangado R$ 8,6 bilhdoes no mercado brasileiro de janeiro a dezembro
deste ano. Aproximadamente 45,0% deste total pertence a classe dos herbicidas
(ANDEF, 2009).

ApoOs a aplicagdo, grande parte dos herbicidas tera como destino final o
solo, onde ficardo sujeitos a processos de degradacdo, sor¢do e movimentacao
tendo como resultados a absorcdo do produto pelas plantas, a lixiviagdo para
camadas subsuperficiais do solo, a degradacdo ou a formag¢ao de residuos ligados

(Prata e Lavorenti, 2000).
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Dentre os componentes do solo a matéria organica parece ter importante
papel na persisténcia, degradacdo, biodisponibilidade e lixiviagdo de muitos
herbicidas (Javaroni, R. et al. 1999). Outro fator fisico-quimico importante na
sor¢do ¢ meia-vida de herbicidas em solos ¢ o pH (Ferri et al., 2000 e Barcelos,
2008). O pH altera o estado de ionizacdo das moléculas de herbicidas i06nicos,
gerando cargas elétricas positivas e/ou negativas, influenciando a adsor¢do dos
herbicidas aos coloides organicos e minerais do solo (Silva e Silva, 2007). Em
consequéncia disso, a degradagdo, a persisténcia e a atividade do herbicida sao
afetados pelo pH do solo, pois este altera a quantidade de produto que podera estar
disponivel para a absor¢do das plantas (Bailey e White, 1970; Locke e Bryson,
1997).

Dentre os herbicidas registrados para pastagens no Brasil, destaca-se o
picloram. Este normalmente ¢ aplicado em misturas com os herbicidas 2,4-D ou
fluroxypyr (Silva e Silva, 2007).

O picloram ¢ fisicamente adsorvido em particulas de argila e matéria
organica presentes nos solos. Se o solo € pobre em argila ou em matéria organica,
pode ser facilmente escorrido superficialmente ou lixiviado para aguas
subterraneas (US EPA, 1999; D’ Antonino, L. et al. 2009). Adsorgao crescente do
picloram tem sido associada a solos com baixos valores de pH e a niveis altos de
matéria organica (Hamaker et al., 1966; Grover, 1971).

O risco ambiental de um determinado herbicida ¢ determinado pela sua
toxicidade a vida selvagem, sua mobilidade e a sua persisténcia no ambiente,
condi¢des climaticas, freqiiéncia e taxa de aplicacdo. Com o objetivo de avaliar
todos esses riscos, métodos analiticos sensiveis e seletivos sdo necessarios. Os
métodos cromatograficos para a determinagdo de residuos de picloram no solo e
agua sao os mais comumente utilizados (Cheng,H.H., 1971; McCaall et al., 1972;
Biggar & Cheung, 1973; McKone, C.E. et al., 1974; Wells, M.J.M. et al., 1984;
Wells, M.J.M. et al., 1987; Krzyszowska, A.J. et al., 1994; Bovey & Richardson,
1991; Lavy, et al., 1996; Bruner, F. et al., 1996; Tan, L.K. et al., 1996; Wells,
M.J.M. et al., 2000; Celis, R. et al., 2002; Celis, R. et al., 2005). Técnicas
espectroscopicas (Cheng, H.H., 1969; Hang, S.B. et al., 1996), de cintilagdo
liquida (Farmer, W.J. et al., 1974), voltametria de onda quadrada (Santos, L. B. O.

et al., 2007) e ensaios biologicos sdo também utilizados.
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No Brasil a preocupagao com o processo de distribuicao e degradacao de
um herbicida apds a sua aplicacdo ¢ recente (Oliveira Jr. et al., 2001; Andréa &
Luchini, 2002). Esse problema se torna ainda mais grave quando se constata que
sdo raros os estudos de comportamento de herbicidas em solos tropicais
(D’ Antonino, L. et al. 2009).

O objetivo deste trabalho inicialmente foi adaptar, otimizar e validar a
técnica de extracdo solido-liquido para a determinacdo do picloram em solos.
Numa segunda etapa avaliou-se a sor¢ao e potencial de lixiviagdo desse herbicida
em solos brasileiros, visando definir quais os riscos de contaminagdo dos

mananciais de dguas subterraneas por esse herbicida.
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2 - OTIMIZACAO E VALIDACAO DA TECNICA EXTRACAO SOLIDO-
LIQUIDO PARA A DE:FERMINACAO DO PICLPRAM EM SOLOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA.
2.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar a técnica extracdo solido-
liquido (ESL) para a determinagdo de residuos do herbicida picloram em amostras
de solos. Na etapa de otimizacao, as condigdes ideais para extracdo em amostras
de solo foram determinadas de forma univariada. Foram avaliados a propor¢ao
solo:solucdo extratora, tipo e tempo de agitacdo, forga i6nica e pH da solugdo
extratora. A partir dos pardmetros otimizados, propde-se como metodologia de
extragdo e analise do picloram pesar 2,00 g de solo seco ao ar e passado por uma
peneira de malha de 2,0 mm de poro, adicionar 20,0 mL de solu¢ao de KCl na
concentragdo igual a 0,5 mol L™, agitar o frasco em agitador vortex por 10
segundos para a formacdo da suspensdo e ajustar o pH desta para 7,00, com
solugdo alcalina KOH 0,1 mol L. Agitar o sistema em agitador vertical por 60
minutos e posteriormente deixar em repouso por 10 minutos. Em seguida, os
frascos sdo centrifugados durante 10 minutos a 3.500 rpm. Apds a decantagdo das
particulas do solo e a limpeza do extrato sobrenadante, uma aliquota ¢ retirada e
encaminhada a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O método
otimizado foi validado determinando-se a seletividade, linearidade, limites
deteccdo e quantificagdo, precisdo e exatiddo. A metodologia ESL mostrou-se
eficiente para andlise dos residuos do agrotéxico estudado, com porcentagens de
recuperagdo acima de 90 %. Apresentou limites de detecg¢@o e quantificacdo iguais
a 20,0 e 66,0 ug kg para o solo AVA assim como 40,0 e 132,0 ug kg para o solo
LVA. Os coeficientes de variacdo (CV) foram iguais a 2,32 e 2,69 para os solos
AVA e LVA respectivamente. Além disso, a metodologia apresentou baixo
consumo de solventes organicos e extratos limpos, ndo necessitando de etapas de
purificagdo para analise cromatografica. Os parametros avaliados no processo de
valida¢do indicaram que a metodologia ESL ¢ eficiente para a extragdo dos
residuos de picloram nos solos estudados, apresentando baixos limites de deteccao

e quantificacao.

2.2 ABSTRACT
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OPTIMIZATION AND VALIDATION OF TECHNICAL SOLID-LIQUID
EXTRACTION FOR THE DETERMINATION OF PICLORAM IN SOIL
BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY.

The objective of this study was to optimize and validate the technique
solid-liquid extraction (ESL) for the determination of residues of the herbicide
picloram in soil samples. In the optimization stage, the optimal conditions for
extraction of soil samples were determined using univariate analysis. We
evaluated the ratio soil: solution extraction, type and time of agitation, ionic
strength and pH of extraction solution. From the optimized parameters, is
proposed as a method of extraction and analysis of picloram weigh 2.00 g of soil
dried and passed through a sieve mesh of 2.0 mm pore, add 20.0 mL of KCl
concentration of 0.5 mol L-1, shake the bottle in the vortex for 10 seconds to form
the suspension and adjust to the pH of 7.00, with alkaline KOH 0.1 mol L-1.
Shake the shaker system for 60 minutes and then let stand for 10 minutes. Then,
the bottles are centrifuged for 10 minutes at 3,500 rpm. After settlement of soil
particles and cleaning of the extract supernatant, an aliquot is withdrawn and sent
to analysis by liquid chromatography with high efficiency. The optimized method
was validated by determining the selectivity, linearity, detection and
quantification limits, precision and accuracy. The ESL methodology was efficient
for analysis of residues of pesticides studied, with percentages of recovery above
90%. Presented limits of detection and quantification of 20.0 and 66.0 mg kg-1
soil for the AVA as well as 40.0 and 132.0 mg kg-1 soil for the AVL. The
coefficients of variation (CV) were equal to 2.32 and 2.69 for soils AVA and TH
respectively. Furthermore, the methodology presented low organic solvent
consumption and cleaner extracts, which requires no purification steps for
chromatographic analysis. The parameters evaluated in the validation process
indicated that the ESL methodology is efficient for the extraction of residues of

picloram in soils, with low limits of detection and quantification.

2.3 INTRODUCAO
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Uma das principais caracteristicas da pecudria brasileira ¢ a grande
disponibilidade de pastagens naturais, a qual permite a producdo de carne e leite
de forma competitiva em termos de qualidade e com menor custo de producao
(Santos, M.V. et al., 2006). Porém grande parte dessas pastagens apresenta algum
estagio de degradacgdo. Isso vem ocorrendo devido ao manejo inadequado, perda
de fertilidade do solo e falta de adubacdo, além da caréncia de assisténcia
especializada. (Pires, W, 20006).

A degradagdo das pastagens favorece o aparecimento de iniimeras espécies
de plantas daninhas. Essas plantas competem pelos fatores de crescimento tais
como 4agua, macro e micronutrientes, diéxido de carbono e luz. Essa competicdo
¢ muito forte porque as plantas daninhas apresentam caracteristicas inatas que as
tornam mais eficientes em relagdo as culturas. Essas plantas produzem quantidade
de sementes com germinacao desuniforme, apresentam dorméncia, tém grande
facilidade de propagacdo, reproduzem-se por partes vegetativas e tém capacidade
de liberar substancias alelopaticas no solo, as quais podem inibir o
desenvolvimento de outras espécies em suas proximidades (Silva e Silva, 2007).

Um dos principais herbicidas registrados no Brasil para o combate de
plantas daninhas em pastagens ¢ o picloram (4cido-4-amino-3,5,6-tricloro-2-
piridinocarboxilico - Figura 1). Esse herbicida ¢ amplamente utilizado sozinho ou
em combinagdes para controlar plantas daninhas dicotiledoneas de porte arboreo,
arbustivo e sub-arbustivo (Rodrigues e Almeida, 2005).

O picloram ¢ um herbicida piridinico que atua como regulador do
crescimento de plantas, mimetizando hormonios auxinicos naturais ou o hormonio
acido indolacético, inibindo a sintese de proteinas. E considerado um herbicida de
carater anionico. O picloram ¢ toxico as plantas de folhas largas, apresentando
seletividade nas culturas gramineas (D’Antonino, L. et al. 2009), sendo o
herbicida mais persistente da familia das piridinas (Santos, L.B.O. et al., 2007).
Apresenta longa persisténcia no solo, com meia-vida de 90 dias (Rodrigues &
Almeida, 2005), podendo ser encontrado até dois ou trés anos ap6s a aplicacao em
area total (Deubert & Corte-Real, 1986). Por apresentar alta solubilidade em agua
(430 mg L") e apresentar longa persisténcia é considerado um herbicida com alto
potencial de contaminacdo de aguas subterraneas (Silva e Silva, 2007; Inoue et al.

2003).
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Figura 1 - Picloram: formula estrutural.

Estima-se que 1-3% do total de herbicida aplicado chegue ao local de agao
(C. Lourencetti et al., 2008). A maior parte desse total atinge o solo e estara
sujeita a processos quimicos, fisicos e biologicos devido a interacdo com esta
matriz. Esses processos afetardo sua persisténcia, degradagdo quimica e
microbiologica, que consequentemente afetardo sua mobilidade, adsorcdo,
absor¢do pelas plantas, volatilizag¢do, deriva, escorrimento superficial e lixiviagdo
(C. Lourencetti et al., 2008; Silva et al., 2007).

A avaliagdo do comportamento de pesticidas nos solos apresenta-se como
alternativa na preven¢do da contaminagdo de culturas sucedaneas, de aguas
superficiais e subterraneas.

O desenvolvimento e aplicacdo de metodologias para a determinagdo de
pesticidas no solo encontram alguns obstaculos tais como a concentra¢do dessas
substancias apds sua aplicagdo que pode ser baixa ou alta, os diferentes tipos de
interacdo existentes entre essas moléculas e os coldides do solo, que podem
formar interagdes fracas ou fortes. Podem também ocorrer a falta de padrdes
analiticos desses pesticidas e principalmente de seus produtos de degradacao.
Outros fatores que podem afetar a eficacia de um método estdo ligados as
propriedades dos proprios solos como pH, textura e mineralogia, teor de matéria
organica e outros componentes presentes no solo que podem ser co-extraidos (C.
Lourencetti et al.; 2008).

Sdo vérias as metodologias de extragao e andlise do herbicida picloram em
solos e dguas encontrados na literatura. No geral, as técnicas cromatograficas sao
as mais utilizadas (Cheng,H.H., 1969; Cheng,H.H., 1971; McCaall et al., 1972;
Biggar & Cheung, 1973; McKone, C.E. et al., 1974; Wells,M.J.M. et al., 1984;
Wells,M.J.M. et al., 1987; Bovey & Richardson, 1991; Krzyszowska, A.J. et al.,
1994; Lavy, et al.,, 1996; Bruner, F. et al., 1996; Tan,L.K. et al., 1996;
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Wells,M.J.M. et al., 2000; Celis, M. R. et al., 2002; Celis, M. R. et al., 2005). A
grande maioria desses trabalhos foi realizada em solos de clima temperado. Esses
solos que de certa forma sdo relativamente jovens e menos intemperizados,
apresentam algumas caracteristicas diferentes daqueles solos mais intemperizados,
como os solos brasileiros de clima tropical.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi adaptar, otimizar e validar a técnica
de extracdo solido-liquido proposta por Cheng, H.H., 1969 e¢ a metodologia de
analise proposta por Krzyszowska, A.J. et al., 1994, para a determinacdo deste

herbicida em solos brasileiros, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.4. MATERIAIS E METODOS
2.4.1 Reagentes

O padrao analitico do herbicida picloram (98,5% de pureza) foi obtido
através da ChemService (West Chester, PA). Solu¢do estoque (100 mg L) e
solugdes de trabalho em diferentes concentragdes foram preparadas em solugdo de
acido acético 25% e foram estocadas em local escuro e em temperatura ambiente.
Acido Acético (Vetec/HPLC), acetonitrila (Vetec/HPLC), agua e reagentes como
KCl, NaCl, CaCl,, HCI e NaOH eram todos de grau analitico para analise.

2.4.2 Coleta e Tratamento das Amostras de Solo

As amostras de solo Argissolo Vermelho-Amarelo (AVA) e Latossolo
Vermelho-Amarelo (LVA) foram coletadas na profundidade de 0 - 20 cm, em
pastagens degradadas sem historico de aplicacdo de herbicidas, na regido de
Vicosa, MG. Esses solos foram escolhidos devido as suas diferencas em relacao
ao teor de matéria organica e pH. Apos a coleta, essas amostras foram peneiradas
em malha de 4 mm e armazenadas em caixas de polietileno de 1 m® de
capacidade. Para a otimizacdo e validacdo da técnica de extracdo, 500 g de cada
solo (terra fina seca ao ar - TFSA), passados em peneira de malha de 2,0 mm e
estocados em sacos plasticos até o inicio dos trabalhos. Essas amostras foram

caracterizadas quimica e fisicamente (Tabela 1).

Vi



Tabela 1 - Caracterizagdo fisico-quimica e classificacdo textural das amostras de
solo utilizadas no experimento. Vigosa — MG.

Analise granulométrica

Solo | Argila | Silte Areia Areia Classificagao textural
fina Grossa
AVA 26 16 29 29 Franco Argilo-Arenosa
LVA 35 21 30 14 Argilo Arenosa
Analise quimica
pH P K| Ca™ | Mg™ |H+ Al CTC V| m | MO
total

Solo

H,O (cmol dm?) (%) 1((12%

AVA | 496 | 12,1 | 6l 3,2 1,6 4,79 496 |51 0 |3,10

LVA | 6,33 | 124,2 | 59 12,0 6,6 3,14 | 18,75 |8 | 0 [ 1,70

Andlises realizadas no Laboratorio de Andlises de Solo Vigosa, segundo a
metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA
(1997).

2.4.3 Fortificacdo das Amostras e Extracao

Amostras do solo AVA foram pesadas em balanga analitica (Sartorius BP
2215 com precisao de 0,0001 g) em tubos plasticos de tampa rosqueédvel e fundo
conicos. A massa de solo utilizada nos trabalhos realizados por Cheng (1969) e
Krzyszowska, A.J. et al., 1994, era 100,00 g. Com o objetivo de reduzir todos os
parametros propostos por estes trabalhos, adotou-se neste a massa de 2,00 g de
solo.

Essas amostras foram fortificadas com 0,100 mL da solu¢ao de trabalho de
concentra¢do igual a 10,0 mg L' , afim de se obter no extrato final, uma
concentragdo igual a 50,0 pg L.

Ap6s a fortificacdo, as amostras foram deixadas em repouso por uma hora
para que ocorresse maior interacao entre as moléculas do herbicida e o solo. Em
seguida, essas amostras foram submetidas ao processo de extracdo e por fim,
definidas as melhores condigdes para a determinacdo desse herbicida por

cromatografia liquida.

2.4.4 Otimizacao da Técnica de Extraciao Solido-Liquido
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Na otimizagdo da técnica de extragdo, alguns dos principais parametros
propostos por Cheng, H.H., 1969, foram avaliados separadamente, no que se
denomina analise univariada. O solo AVA foi utilizado durante as etapas de
otimizagao.

A solucdo extratora proposta por Cheng (1969), era uma solucdo salina
formada por KCI, de concentragdo igual a 2,0 mol L', pH igual a 7,00. A
proporcao solo: solucdo extratora era de 1:1, utilizando-se 100,0 g de solo e
100,0 mL de solugdo. O objetivo da otimizagdo foi reduzir a massa de amostras e
o volume de solug¢do extratora utilizados na etapa de extragdo e também os

residuos gerados. Todos os ensaios preliminares foram realizados em triplicata.

2.4.4.1 Parametros Otimizados

Para o primeiro ensaio preliminar, foi fixada a massa de 2,00 g de solo
AVA, mantida a concentra¢do de 2,0 mol L™ da solugdo de KCI, pH igual a 5,50
(pH original da solugdo preparada em agua destilada) e entdo, variou-se a
proporcao solo:solugdo extratora. Trés diferentes proporg¢des foram avaliadas,
1:2,5,1:5¢e 1:10.

O segundo parametro avaliado foi a concentragdo da solucdo extratora.
Quatro diferentes niveis foram testados, 2,0, 1,0, 0,5, ¢ 0,0 mol L' de KCI. A
massa de 2,00 g e pH igual a 5,50 foram mantidos

O terceiro parametro avaliado esta relacionado ao pH da solucao extratora.
Foram testados oito niveis de pH: 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0. O melhor
resultado obtido do ensaio anterior foi mantido.

Outros parametros avaliados estdo ligados a etapa de agitagdo, onde dois
tipos foram testados, agitacdo horizontal (mesa agitadora Tecnal TE - 420) e
agitagdo vertical, e o tempo de agitagdo necessario para a obtencdo de melhores
porcentagens de extragdo, que foram de 30 e 60 min. Apds a etapa de agitacdo, os
extratos adquiriam coloragdo alaranjada intensa ¢ inadequada para andlise
imediata. Como ultima etapa deste processo as amostras eram centrifugadas por
10 minutos a 3.500 rotacdes por minuto (rpm) para decantacdo das particulas e
limpeza do extrato.

Em seguida, 1,5 mL do extrato sobrenadante foram retirados, transferidos

para uma seringa de vidro de 5,0 mL de capacidade com um filtro milipore de

Vi



membrana 0,45 um de poro anexado em sua ponta. A filtragem do extrato foi feita
diretamente em vidros de 1,8 mL de capacidade, armazenados em caixas de isopor
em ambiente escuro e temperatura ambiente até o momento da andlise por

cromatografia liquida.

2.4.5 Analise Cromatografica

Para a determinacdo do picloram utilizou-se um aparelho de cromatografia
liquida de alta eficiéncia ( Shimadzu LC 20AT ), equipado com quatro bombas de
saida de solvente, injetor automatico (Shimadzu SIL 10AF) com loop de 50uL ,
detector UV-vis (Shimadzu SPD 20A), forno da coluna (Shimadzu CTO
10ASVP), coluna de aco inox (Shimadzu VP- ODS Shim-pack 150 mm x 4,6 mm
i.d.) mantida a temperatura constante de 26 °C. A fase movel consistia em uma
mistura de solucdo aquosa de 4cido acético a 4% e acetonitrila (85:15, v/v) e foi
eluida em modo isocratico em taxa de fluxo igual a 1,2 mL min™. Antes de ser
utilizada, a fase movel foi filtrada em membrana Milipore (Bedford, MA, USA)
0,45 um. A deteccdo do pesticida foi realizada a 254 nm.

2.4.6 Analise Qualitativa e Quantitativa

A identificacdo do picloram nos extratos foi realizada por comparagdo do
tempo de retencdo do mesmo nos cromatogramas dos extratos, com o tempo de
retencdo da solugdo padrao contendo o mesmo principio ativo, analisado nas
mesmas condi¢des cromatograficas.

A quantificacdo foi realizada por comparacdo das areas dos picos
encontrados nas analises com padrdes preparados no extrato das matrizes.
2.4.7 Validacao do Método Analitico

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada
validagdo (Ribani, 2004). Existem diversas formas de se conduzir a valida¢ao de
um método analitico e os principais parametros sdo: seletividade, linearidade de
resposta do detector, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo e

robustez (INMETRO, 2003).

2.4.7.1 Seletividade
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A seletividade do método foi avaliada através da comparacdo de
cromatogramas dos extratos obtidos de amostras de solo isentas do herbicida,
denominados brancos, com os cromatogramas dos extratos obtidos da matriz

fortificada com o picloram submetida ao procedimento otimizado.

2.4.7.2 Linearidade de resposta do método proposto

A linearidade de resposta do método proposto foi determinada pela injegdo
de extratos obtidos de amostras fortificadas com o principio ativo em
concentragdes crescentes: 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 50,0;
100,0 pg L. Esses valores de concentragdo eram valores esperados para o extrato
considerando % de recuperagdo igual a 100 %. Apds a andlise cromatografica,
foram construidas curvas analiticas, relacionando as areas do analito com suas
respectivas concentragdes. A linearidade foi avaliada através da regressdo linear

destas curvas analiticas.

2.4.7.3 Limite de detec¢ao e limite de quantificacio do método

Os Limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) do método foram
determinados usando o método da relagdo sinal/ruido, onde a menor concentragao
detectada ou quantificada deve ser aquela onde a area ¢ 3 e 10 vezes,
respectivamente, a area do ruido do equipamento. Amostras dos solos foram
fortificadas para obtencdo de extratos nas concentragdes decrescentes de 5,0; 4,0;
3,0; 2,0 e 1,0 ug L. Esses extratos foram injetados até ser observada a relagdo

sinal/ruido nas proporg¢des de 3:1 e 10:1.

2.4.7.4 Precisao
A precisao do método ESL, foi estimada por um estudo intralaboratorial,

avaliando-se a repetitividade e a precisao intermedidria.

2.4.7.4.1 Repetitividade

A repetitividade do método ESL para analise de residuos do picloram em
solos brasileiros foi determinada realizando-se a extracdo do herbicida de
amostras fortificadas, cujo extrato final apresentaria concentragdes iguais a
10 pg L' e 20 pg L' para os solos AVA e LVA respectivamente, valores estes

proximos aos limites de quantificagdo para cada solo seguindo o procedimento
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otimizado, em sete repeticdes, para o calculo da estimativa do desvio padrdo

relativo, conforme recomendacdes do INMETRO (2003).

2.4.7.4.2 Precisdo intermediaria

Para determinar a precisdo intermedidria do método ESL, foi realizada em
triplicata, nas condigdes pré-estabelecidas, a extragdo do herbicida em amostras de
solo fortificado, cujo extrato final apresentaria concentragdes iguais a
10 pg L' e 20 pg L' para os solos AVA e LVA respectivamente em trés dias
diferentes (1°, 7° e 30° dia). A precisdo intermediaria foi avaliada pela
porcentagem de recuperacdo, estimativa do desvio padrao e do coeficiente de

varia¢do, determinados para cada ensaio.

2.4.7.5 Exatidao
Entre as maneiras de avaliar a exatiddo de um método do método ESL

pode-se recorrer aos ensaios de recuperagao.

2.4.7.5.1 Ensaio de recuperacio

Nos ensaios de recuperagdo o picloram foi adicionado aos solos em
concentracdes proximas a 1, 2 e 5 vezes o limite de quantificacdo (LQ) do
método. Desta forma, os testes foram realizados extraindo-se o analito das
amostras de solo. Os valores das recuperagdes obtidas nos ensaios foram

utilizados para avaliar este parametro.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Analise Cromatografica

A cromatografia ¢ uma técnica de analise que permite a separagao,
identificacdo e quantificacdo de compostos organicos. Neste trabalho, como se
trabalhou apenas com um composto de interesse, o processo de separacdo na
verdade envolvia somente a distingdo entre os compostos co-extraidos da matriz e
o picloram. Estdo apresentados na tabela 2, os parametros iniciais para a analise
propostos por Krzyszowska & Vance, 1994, assim como os pardmetros

otimizados neste trabalho.
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Tabela 2 - Condi¢des para a andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia

propostas por Krzyszowska & Vance, 1994 (A) e por esse trabalho (B).

Fase Movel A) Solucao acido B) Solugao acido
acético 4%/acetonitrila | acético 4%/acetonitrila
(95/5 v/v) (85/15 v/v)

Taxa de Fluxo (mL min™) 1,5 1,2
Comprimento de onda (nm) 254 254

Alcance de absorbancia 0,01 0,01

Tempo de Retencdo (min) 17 8.10

Loop (uL) 100 50

A otimizagdo de uma técnica visa principalmente, reduzir o tempo, custo e
obter maior eficiéncia. No processo de otimizagdo da andlise, com o objetivo de
reduzir o volume de solvente utilizado e o tempo de andlise, alguns parametros
foram avaliados e modificados. O primeiro deles foi a taxa de fluxo. O volume de
fase movel eluido por minuto pela coluna proposto por Krzyszowska & Vance,
1994 (1,5 mL min™") fazia com que substincias co-extraidas da matriz de solo
eluissem em tempos de retengdo muito proximos ao do picloram, fato que
dificultava o processo de integragdo e obtencdo da area. Outro fato era a grande
pressdo gerada na entrada da coluna que, em médio prazo, poderia danificar a
coluna de separagdo, diminuindo seu tempo de vida ttil. Portanto, optou-se por
diminuir essa taxa de fluxo para 1,2 mL min™.

O segundo e principal pardmetro modificado foi a composicdo da fase
movel. Trés diferentes proporgdes foram testadas: 95/5; 90;10 e 85/15 (solugao
acido acético 4%/acetonitrila). A composicdo da fase movel que proporcionou
melhor separag¢do de picos e diminuiu o tempo de retencdo de 17 min para 8.10
min foi a propor¢do 85/15. Esta diminuicdo no tempo de reten¢do foi muito
importante, pois, além de menor tempo gasto para a realizacdo das analises,
menores volumes de residuos foram gerados para descarte.

O picloram foi identificado pela comparagdo entre dois cromatogramas, o
primeiro gerado pela injecdo de um branco, ou seja, solucdo de acido acético 25%
isenta do herbicida, com outro gerado por uma solu¢do padrdo, analisados nas
mesmas condigdes cromatograficas.

A andlise cromatografica dos padrdes e da amostra foi realizada de acordo

com as condigdes descritas na tabela 2. Na Figura 2, estd apresentado um

Vi



cromatograma obtido pela analise de uma solug¢ao padrao na concentragao de 30,0
ug L preparada em solugdo de acido acético 25%, com o tempo total de andlise

de 10 minutos.

mif
JTVATEZR4m
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on 1.0 20 an +0 a0 .0 o an an min

Figura 2 — Resposta do detector em fun¢do do tempo em minutos.
Cromatograma de uma solu¢do padrdo de 30,0 pg L' do principio ativo em
solugdo de acido acético 25%, onde tg= 8,10 ¢ o picloram.

2.5.2 Curva analitica e linearidade de resposta do detector

A quantificagdo do picloram foi realizada pelo método de padronizagao
externa, onde se relaciona a area do pico e sua respectiva concentragdo. Para isto,
varias solugdes-padrao de diferentes concentragdes sdo preparadas, injetadas no
aparelho de cromatografia e as dreas correspondentes as diferentes concentragdes
sao relacionadas e plotadas num grafico para a obtencao da curva analitica.

As curvas analiticas foram obtidas pela injecdo de solucdes-padrio em
concentragdes crescentes (1,0 a 100,0 ug L) do picloram preparadas no extrato
das matrizes de solo isentas do principio ativo submetidas ao método de extracao

otimizado. As curvas analiticas sdo apresentadas nas figuras 3 ¢ 4.
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Figura 3 — Curva analitica do picloram preparada no extrato do solo AVA.
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Figura 4 — Curva analitica do picloram preparada no extrato do solo LVA.
A Linearidade da resposta do sistema de detec¢do foi verificada através da

regressao linear dos dados das curvas analiticas.

Um coeficiente de correlagdo (r) maior que 0,999 ¢ considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdao. A ANVISA
recomenda um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 (ANVISA, 2003, Ribani et
al, 2004). Logo, observa-se que os valores de r obtidos sao maiores que 0,99,
indicando que existe uma resposta linear (uma relagdo direta sinal/concentragao)

do detector na faixa de 1,0 a 100,0 pg L™ para o analito estudado.
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2.5.3 Otimizacao da técnica extracao solido-liquido

No processo de otimizagdo da técnica de extracdo solido-liquido para a
determinagdo do herbicida picloram em solos brasileiros, o primeiro parametro
otimizado foi a propor¢ao solo:solucdo extratora. A proposta de Cheng (1969), era
a propor¢ao de 1:1 utilizando-se 100,0 g de solo para 100,0 mL de solugao
extratora. Com o objetivo principal de reduzir o volume de residuos gerados,
adotou-se a massa de 2,00 g de solo mesmo porque, de acordo com (Paula, R. T.,
2007), trabalhando-se com elevadas massas de solo, ocorre uma grande extragao
de substancias interferentes.

Trés diferentes volumes de solucdo extratora foram avaliados, 5,0 mL,
10,0 mL e 20,0 mL, gerando proporg¢des de 1:2,5, 1:5 e 1:10 respectivamente. O
volume de solucdo extratora que proporcionou melhores porcentagens de
recuperagao foi 20,0 mL. Isto se deve ao fato de que este volume favoreceu
melhor dispersdo das particulas do solo na solugdo, favorecendo o contato entre as
moléculas herbicidas e a solugdo. Volumes menores ndo permitiram essa melhor
dispersdo e, portanto foram menos eficazes no processo de extragdo. As

porcentagens de recuperagao obtidas estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3 — Porcentagens de recuperacdo em relacdo a propor¢do solo:solucao
extratora.

Propor¢ao Solo:Solugdo % Recuperacao
Extratora
1:2,5 37,1
1:5 46,4
1:10 53,9

O segundo pardmetro otimizado foi a concentracdo da soluc¢do extratora.

Cheng, H.H., 1969, utilizava uma solu¢do de KCI na concentragdo de 2 mol L.
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Foram testadas entdo quatro concentragdes diferentes, 0,0; 0,5; 1,0 € 2,0 mol L.

Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 4 — Porcentagens de recuperagdo em relacdo a concentragdo da solucio
extratora.

Concentragdes KCI (mol L) % de recuperacdo
2,0 52,4
1,0 56,5
0,5 60,8
0,0 -

Observou-se que a medida que a concentracdo da solucdo extratora
aumentava as porcentagens de extracdo diminuiam. Estes resultados sdo
coincidentes com os resultados obtidos por Farmer & Aochi, 1974. A adicao de
sal ao sistema afeta a forga i6nica do sobrenadante, o pH, composicao cationica do
complexo de troca, espessura da dupla camada difusa, natureza e conformagao dos
coldides organicos, e a solubilidade do picloram (Farmer & Aochi, 1974). Sendo
assim, estes fatores em conjunto, influenciam numa maior adsor¢ao das moléculas
do picloram as particulas do solo, dificultando sua liberagdo para a solugdo e
consequentemente reduzindo a eficiéncia do processo de extragao.

Ja a auséncia de forga i6nica, impossibilitou a decantagdo das particulas do
solo, gerando apds a etapa de agitagdo, suspensdes de coloragdo amarelada
intensa, sem a menor possibilidade de andlise destes sobrenadantes. A presenca de
ions em solucdo favorece a decantacdo das particulas do solo devido a
insolubilidade destas na dgua, e a maior interacdo entre as moléculas de adgua e
estes ions pelo fenomeno da solvatagao.

O terceiro pardmetro otimizado foi o tipo de agitacdo mecanica e o tempo
de agitacdo. Dois tipos de agitacdo foram avaliados, agitacdo horizontal e agitagdo
vertical. A primeira delas, realizada em mesa agitadora Tecnal TE — 420, nao
favorecia a dispersdao das particulas do solo na solucao extratora. O movimento
circular horizontal ndo possibilitava completo envolvimento entre a solugao
extratora ¢ o solo. O contrario foi conseguido na agitagdo vertical. Este tipo de
agitacao favorecia a completa dispersdao das particulas do solo em meio a solugao

extratora, fato que possibilitava maior contato entre a fase solida e liquida,
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permitindo uma maior liberagdo das moléculas do herbicida para a solucao. Dois
tempos de agitagdo foram testados, 30 e 60 min. O maior tempo melhorou as
porcentagens de extragdo em torno de 8%. Os dados referentes a este parametro

sdo apresentados nas tabelas 6 e 7.

Tabela 5 — Porcentagens de recuperagdo em relagdo ao tipo de agitacao.

Tipo de agitacdo

% de recuperacao

Horizontal

59,8

Vertical

70,1

Tabela 6 — Porcentagens de recuperagdo em relagdo ao tempo de agitagdo.

Tempo de agitacdo

% de recuperagdo

(min)
30 69,9
60 75,4

O ultimo parametro avaliado foi o pH da solugdo extratora. Segundo
Cheng, H.H., 1969, o valor de pH 6timo para a obtencdo das melhores
porcentagens de recuperacdo ¢ igual a 7,0. O picloram ¢ um herbicida 4cido fraco
cuja forma anidnica predomina na maioria dos solos e sedimentos (Celis, R. M. et
al., 2005). Mas com o objetivo de se confirmar o dado proposto e também para
compreender o comportamento deste herbicida em condigdes variadas de pH,
avaliou-se a extracdo deste herbicida em diferentes valores de pH da solugdo
extratora.

O pH das solugdes extratoras foram ajustados com a adicdo de gotas de
solugdo de KOH e HCI de concentragdes iguais a 0,01 € 0,1 mol L. O ajuste era
realizado com esta base e este acido para ndo inserir diferentes ions em solugdo.

Os valores de pH testados foram: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0. Os
resultados obtidos sdo apresentados na tabela 8. A avaliagao das porcentagens de
extragdo do picloram em solos utilizando-se solu¢des extratoras com diferentes
valores de pH foi realizada de forma proposital, pois, de acordo com o trabalho
proposto por Cheng (1969), as maiores taxas de extra¢do seriam alcancadas
utilizando-se solucdo extratora com pH igual a 7,0. Com o objetivo de confirmar

essa informacdo e obter uma melhor compreensdo do comportamento deste
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herbicida em solos sob diferentes condi¢des de pH, optou-se por realizar a
extragdo em outros valores de pH.

Tabela 7 — Porcentagens de recuperagdo em relacdo a concentragdo da solucao
extratora.

pH % de recuperacdo
1,0 -

2,0 35,8

3,0 42,3

4,0 52,8

5,0 69,3

6,0 82,4

7,0 95,9

8,0 65,2

Pode-se observar pelos dados da tabela que realmente o valor de pH que
favorece a obteng¢do de melhores porcentagens de recuperacao do picloram ¢é 7,00.
Em pH igual a 1,0, ndo foi possivel analisar o extrato obtido devido a alta
concentracao de substancias co-extraidas do solo. O extrato apresentava coloragao
bastante amarelada que, provavelmente se deve a presenga de acidos humicos de
matéria organica. Em meio alcalino, pH igual a 8,0, a coloragdo do extrato
também era de cor amarelada, porém menos intensa, e também se deve a presenca
de acido humicos e fulvicos de material organico (Carter,M.R. 1993; Tan, L.K. et
al., 1996). Este extrato foi analisado, embora a porcentagem de extracdo
encontrada tenha sido inferior aos 95,9 % encontrados em pH 7,0. Pode-se inferir
que essa reducao se deve a interferéncia de substancias co-extraidas.

Num processo de extracao, as interagdes entre as moléculas herbicidas e a
matriz devem ser rompidas, para que o pesticida se desloque para a solucdo
extratora. Cheung & Biggar, 1974, estudaram a solubilidade do picloram em agua
em diferentes valores de temperatura e pH. Este trabalho se baseou no valor de
pKa para o picloram proposto por Hamarker et al., 1968, igual a 4,1. Aliés, sdo
varios os valores de pKa para o picloram apresentados na literatura (pKa = 4,1,
Hamarker et al., 1968; pKa = 3,4, Volk and Kuo, 1970; pKa = 2,3, R.Celis et al.,
2005). Esses valores sdo conflitantes e bem diferentes. No trabalho de Cheung &
Biggar, sdo elucidadas as possiveis espécies do picloram em solucdo em

diferentes valores de pH. Sdo quatro espécies apresentadas: picloram ndo-
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ionizado, forma anidnica, forma cationica e forma dipolar. Estas espécies sao

apresentadas na figura 5.

NH, NH,
o] Cl cl Cl
\ \
o) o)
= =
0] N Cl N
OH O-

Picloram nao-ionizado

Picloram: espécie anidnica

NH, NH,

Cl Cl Cl Cl
X X

Cl +/ ° | +/ °
N c N
H OH H O-

Picloram: espécie catiénica  Picloram: espécie dipolar

Figura 5 — Possiveis espécies do picloram em solugdo (Cheung & Biggar,

1974).

Segundo os autores, em pH 4,2 e 4,8, respectivamente 86,3% e 95,2% das
moléculas do herbicida se encontram na forma anidnica. J& as porcentagens das
espécies protonadas (cationica e dipolar) em pH 2,8; 2,0; 1,1 e 0,2 sao,
respectivamente 79,9%, 96,2%, 99,5% e 99,9%. Estes valores explicam os
resultados obtidos na tabela 7. Em baixos valores de pH, as espécies protonadas
estardo mais abundantes, a adsor¢do dessas espécies nas superficies carregadas
negativamente das e coloides solo ¢ favorecida

argilas organicos do

energeticamente, portanto, estardo mais fortemente adsorvidas aos coldides do
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solo, dificultando sua extra¢do. Ja em valores de pH acima de 5,0, a espécie
anidnica serd a espécie predominante, sendo assim, devido a repulsdo entre as
cargas negativas dos coldides do solo e essa forma anidnica, as moléculas do
herbicida estardo presentes preferencialmente na solucdo do solo, facilitando o

processo de extracao.

2.5.4 Método otimizado da ESL e analise por cromatografia liquida do
herbicida picloram em solos brasileiros

A partir de todos os pardmetros otimizados descritos anteriormente,
propde-se como metodologia de extragdo e analise do picloram pesar 2,00 g de
solo, seco ao ar e passado por uma peneira de malha de 2,0 mm de poro, adicionar
20,0 mL de solugdo de KCl na concentragdo igual a 0,5 mol L™, agitar o frasco em
agitador vortex por 10 segundos para a formacdo da suspensdo e ajustar o pH
desta para 7,0, com gotas de solugéo alcalina KOH 0,1 mol L.

Agitar o sistema em agitador vertical por 60 minutos e posteriormente
deixar em repouso por 10 minutos. Em seguida, os frascos sdo centrifugados
durante 10 minutos a 3.500 rpm.

Apbs a decantacao das particulas do solo e a limpeza do extrato, 1,5 mL do
sobrenadante ¢ retirado e transferido para uma seringa de vidro de 5,0 mL de
capacidade com um filtro Milipore de 0,45 pm de poro, e filtrados diretamente em
frascos de vidro de 1,8 mL de capacidade e encaminhados entdo a andlise por
cromatografia liquida.

A metodologia otimizada apresentou resultados satisfatorios para os solos
estudados, apresentando extratos limpos sem necessidade de etapas de clean up
nem etapa de concentragdo, além de pequeno consumo de solvente e por ser uma

técnica relativamente rapida e simples.
2.5.5 Validacao do Método Analitico

2.5.5.1 Seletividade
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Este parametro foi avaliado utilizando a ESL do herbicida picloram em
Argissolo Vermelho-Amarelo e Latossolo Vermelho-Amarelo, comparando-se os
cromatogramas de extratos obtidos dessas matrizes isentas do herbicida com os
extratos das matrizes fortificadas com o composto.

Nas Figuras 6 e 7, sdo apresentadas as comparacdes dos cromatogramas
Vermelho-Amarelo e  Latossolo  Vermelho-Amarelo

para  Argissolo

respectivamente.
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Figura 6 - Resposta do detector em fun¢do do tempo em minutos. (A)
Cromatograma do extrato obtido do solo AVA isento do herbicida e (B)
cromatograma do extrato do mesmo solo fortificado com 50,0 pg L™ do herbicida
estudado, onde: tg= 8,1: picloram.
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Figura 7 — Resposta do detector em funcdo do tempo em minutos. (A)
Cromatograma do extrato obtido do solo LVA isento do herbicida e (B)
cromatograma do mesmo solo fortificado com 50,0 pg L™ do herbicida estudado,
onde: tg= 8,1: picloram.

Observa-se nas figuras acima que os cromatogramas referentes aos brancos

das matrizes isentas do herbicida ndo apresentam picos interferentes no mesmo

tempo de retengdo do composto analisado o que torna a metodologia seletiva.

2.5.5.2 Curva analitica e linearidade do método

A linearidade ¢ a capacidade de um método fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de uma faixa de
aplicagdo (Ribani et al, 2004). Inicialmente foi determinada a linearidade da
resposta do detector para concentragdes de 1,0 a 100,0 ug L', pela injecio de
solucdes-padrao preparadas nos extratos das matrizes onde foram obtidos
coeficientes de correlacdo de 0,999 para o picloram em ambos os solos (Tabela 3).

Para a verificagdao da linearidade do método de extragdo proposto, amostras
dos diferentes solos foram fortificadas em concentracdes crescentes para obter no
extrato concentragdes entre 1,0 € 100 ug L'e em seguida submetidas ao método
de extragdo. Os extratos obtidos foram entdo injetados e novas curvas de
calibracao foram preparadas (Figura 8 ¢ 9).

A obtengcdo de uma curva linear significa que em todas as faixas de

concentragao trabalhadas, as porcentagens de recuperacdo sao equivalentes.
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Figura 8 - Curva analitica obtida a partir da aplicacao da técnica ESL em amostras
de solo AVA fortificadas com diferentes concentragdes do picloram para obtengao
de extratos finais em concentragdes de 1,0 a 100,0 pg L.
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Figura 9 - Curva analitica obtida a partir da aplicagdo da técnica ESL em amostras
de solo LVA fortificadas com diferentes concentragcdes do picloram para obtengao
de extratos finais em concentragdes de 1,0 a 100,0 ug L.

Os coeficientes de correlagio encontrados sdo maiores que 0,999
caracterizando um ajuste ideal dos dados para a regressao linear de acordo com a
ANVISA (2003) e o INMETRO (2003).

Em comparag¢ao com as curvas obtidas pela injecao de padrdes preparados

nos extratos das matrizes (Tabela 4), verifica-se que os coeficientes angulares e

Vi



lineares possuem valores semelhantes, o que demonstra boa concordancia entre os
extratos e padrdoes e a sensibilidade do sistema de deteccdo. O uso da curva
preparada no extrato ajudou a eliminar o efeito de matriz.

A metodologia aplicada para amostras do solo AVA apresenta linearidade
de resposta na faixa de concentra¢do de 2,0 a 100,0 pg L. Para o LVA, a
metodologia aplicada apresenta linearidade de resposta na faixa de 4,0 a

100,0 pg L.

2.5.5.3 Limite de detec¢ao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O limite de deteccao (LD) para métodos cromatograficos corresponde a
menor concentracdo da substincia de interesse que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada com exatiddo. O limite de quantificacdo (LQ)
corresponde a menor concentracdo da substincia de interesse que pode ser
quantificada com exatidao (INMETRO, 2003).

Os limites de detecg@o e quantificagdo foram determinados pelo método da
relacdo sinal-ruido, em que o LD encontrado foi referente a concentracdo que
proporcionou um sinal trés vezes maior que o ruido médio do aparelho ¢ 0 LQ um
sinal dez vezes maior que esse ruido, comparando com um branco injetado
anteriormente. Esse método ¢é visual, onde as concentracdes detectaveis ¢
quantificaveis das substancias de interesse sdo determinadas visualmente,
considerando-se a quantidade de composto capaz de produzir um sinal analitico
trés e dez vezes maior que o nivel do ruido de fundo (Collins et al, 1997).

Como ndo existe um limite maximo de residuos (LMR) estabelecido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para este herbicida em solos, e
baseando-se na taxa de aplicacdo que varia de 1 a 4L por hectare do produto
comercial contendo 240 g do ingrediente ativo, e considerando as mais diversas
possibilidades de dissipagdo, degradacdo e retencdo deste composto no solo,
buscou-se trabalhar com os limites proximos aos limites do aparelho.

Os limites de deteccdo e quantificagdo obtidos para os extratos dos solos

sao apresentados na tabela 11.

Tabela 11 — Limites de detec¢do e quantificagdo do método proposto para os solos
estudados pg L™
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Solo LD (ugL™" LQ (ugL™h
AVA 2,0 6,6
LVA 4,0 13,2

Levando-se em consideracdo a massa de amostra utilizada (2,00 g) e 20,0
mL de solugdo extratora, convertendo os limites de ug L™ do extrato para pg kg™

de solo, obtém-se os novos valores de LD e LQ apresentados na tabela 12.

Tabela 12 — Limites de detec¢ao e quantificagdo do método proposto para os solos
estudados em pg Kg™.

Solos LD (ug kg") LQ (ug kg™
AVA 20,0 66,0
LVA 40,0 132,0

Os limites de detec¢@o e quantificacdo obtidos neste trabalho sdo menores
que aqueles obtidos por Krzyszowska & Vance (1994), o que demonstra um

avang¢o ¢ uma melhoria na técnica utilizada.

2.5.5.4 Precisao
A precisdao ¢ um termo geral utilizado para avaliar a dispersdo de
resultados obtidos para uma mesma amostra (Langas, 2004). Ela foi considerada

em dois niveis: repetitividade e precisdo intermediaria

2.5.5.4.1 Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medic¢des
sucessivas por um mesmo método sob as mesmas condi¢des de medicao. Ela pode
ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica de dispersdao dos

resultados determinada pela estimativa do desvio padrdo de sete repeticdes ou

mais (INMETRO, 2003).

Tabela 13 - Porcentagens de recuperacao (% R), desvio padrdo (DP) e coeficientes
de variagdo (CV) obtidos apos sete extragdes do picloram em solos fortificados,
cujos extratos finais apresentariam concentra¢des iguais a 10 pg L' e 20 pg L™
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para os solos AVA e LVA respectivamente.

Solo %R DP CV (%)
AVA 95,94 2,19 2,32
LVA 92,13 2,47 2,69

Os resultados do coeficiente de variacao (CV) obtidos para as amostras de
solo variam entre 2,32 e 2,69 % (Tabela 13). Esses valores demonstram
repetitividade, uma vez que os coeficientes de variagcdo se encontram abaixo do
recomendado. Segundo Ribani et al (2004), sdo aceitaveis CV de até 20 % para

amostras complexas.

2.5.5.4.2 Precisao intermediaria

Este parametro analitico refere-se as variagdes ocorridas dentro de um
mesmo laboratoério quando um ou mais fatores importantes sdo modificados,
como diferentes analistas, diferentes dias ou equipamentos diferentes (Ribani et
al, 2004). A precisdo intermediaria do método foi verificada pelas porcentagens de
recuperagdo do analito e respectivos coeficientes de variagcao (CV) analisados em
trés dias diferentes. As analises foram realizadas no 1°, 7° e 30° dia, pelo mesmo
analista e mesmo equipamento. As analises foram feitas em triplicata. Os

resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 14.

Tabela 14 - Porcentagens de extragdo e coeficientes de variagdo (CV) obtidos
apds analise em diferentes dias, pelo mesmo analista. Analise de amostras dos
solos fortificados, cujos extratos finais apresentariam concentragdes iguais a 10 pg L' e
20 pg L' para os solos AVA e LVA respectivamente.

Solo | Primeiro dia | Sétimo dia | Trigésimo dia CvV

%R %R %R (%)

AVA 92614 | 963+1,3 92,8+ 1,5 2,35

LVA 89,6 0,6 | 942+14 90,3+1,8 2,70
vi



Observa-se (Tabela 14) que os valores do coeficiente de variagdo
encontrados para o herbicida sdo menores que 20,0 %, indicando que o método

ESL apresenta boa precisdo intermedidria.

2.5.5 Exatidao

Existem varios processos para avaliar a exatiddo de um método, como o
emprego dos materiais de referéncia, a comparagcdo de métodos, e os ensaios de
recuperagdo. Neste trabalho, foi realizado o ensaio de recuperagdo, o qual se
baseia na eficiéncia de recuperacdo (% R) que ¢ definido como a propor¢io da
quantidade de substancia de interesse, previamente adicionada a matriz, que ¢
extraida e passivel de ser analisada (INMETRO, 2003). A exatiddo de um método
representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em
um ensaio ¢ um valor de referéncia aceito como verdadeiro (INMETRO, 2003).

Na avaliacdo deste parametro analitico, foi realizado um ensaio de
recuperagdo em que os extratos obtidos apresentavam concentragdo de 10,0, 20,0
e 100,0 ug L™ para o solo AVA e 15,0, 30,0 e 150,0 ug L™ para o LVA, que sdo
aproximadamente 1, 2 e 10 vezes o limite de quantificacdo. A porcentagem de

recuperagdo (%R) e o coeficiente de varia¢do sdo indicados na tabela 15.

Tabela 15 - Avaliacdo da exatiddo do método de ESL, para os ensaios de
recuperagao e coeficiente de variagao.

Solo Concentrac¢des pg L
AVA 10,0 20,0 100,0
%R Cv %R Cv %R Cv
88,0 2,62 93,3 1,66 95,7 1,04
LVA 15,0 30,0 150,0
%R CV %R CV %R CV
86,7 4,08 89,7 1,99 91,3 1,20

Os intervalos de recuperagao e os coeficientes de variagdo encontrados sao
aceitaveis, levando em consideragdo que valores de recuperagdo entre 70 ¢ 120 %,
com coeficiente de variacdo de até 20 % e, ainda, dependendo da complexidade da

amostra de 50 a 120 % com variagdo de 15 % (AGARP, 1999).

2.5.6 Comparacio entre Métodos

Cheng, 1969, propds uma técnica colorimétrica para a determinacdo do
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picloram em solos. O limite de detec¢do alcangado era de 500 ug L™, ou seja, ndo
suficiente para a andlise de residuos. Krzyszowska & Vance, 1994, em sua
adaptacdo propdem uma etapa de clean-up, ao processo de extracdo proposto por
Cheng, 1969, ou seja, purificagdo dos extratos utilizando-se EFS (extragdo em
fase solida) com o auxilio de cartuchos com material adsorvente apolar, o C-18, e
alcangando limite de detecgdo igual a 10 ug L™, limite suficiente para a analise de
residuos, porém incluiu uma etapa a mais no processo onde o analito pode ser

perdido além de aumentar o trabalho e o consumo de solventes organicos.

2.6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi otimizada e validada a técnica ESL para a determinagao
do herbicida picloram em dois solos brasileiros, um Argissolo Vermelho-Amarelo
e um Latossolo Vermelho-Amarelo. Durante a fase inicial do processo de
otimizacao da técnica foram avaliados separadamente as principais variaveis que
influenciavam na eficiéncia do processo de extragcdo. As variaveis otimizadas
foram: proporg¢do solo-solugdo extratora, forga ionica e pH da solugdo extratora,
tempo e tipo de agitagdo.

A metodologia ESL mostrou-se eficiente para andlise dos residuos do
agrotoxico estudado, com porcentagens de recuperacdo acima de 90 %. Além
disso, a metodologia apresentou baixo consumo de solventes organicos durante a
analise e extratos limpos, ndo necessitando de etapas de purificacdo para analise
cromatografica. Os parametros avaliados no processo de validagdo, tais como:
seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificagdo, linearidade, precisdo e
exatiddo indicaram que a metodologia ESL ¢ eficiente para a extracdo dos
residuos de picloram nos solos estudados, apresentando baixos limites de detecgao
e quantificacao.

Portanto, com a otimizagdo e validacdo da técnica aplicada neste trabalho
foi possivel reduzir as etapas, facilitando o processo e ainda, reduziu-se o
consumo de solventes organicos durante a analise e conseguiu-se abaixar o limite

de detec¢do nos extratos para 2 ug L.
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3 - SORCAO E DESSORCAO DO PICLORAM EM DOIS TIPOS DE
SOLOS CULTIVADOS COM PASTAGENS NO BRASIL.
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3.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar os coeficientes de sor¢do e
dessor¢cao do picloram em Argissolo Vermelho-Amarelo (AVA) e Latossolo
Vermelho- Amarelo (LVA) com diferentes caracteristicas fisico-quimicas. As
amostras desses solos foram coletadas na profundidade de 0 - 20 cm em areas de
pastagens degradadas, na regido de Vigosa, MG. Primeiramente, determinou-se o
tempo de equilibrio entre o herbicida em solugdo e aquele que ficou adsorvido no
solo através do método “Batch Equilibrium”. O tempo necessario foi de 24 hs.
Para os estudos de sor¢do e dessorcao foi realizado o método “Batch Slurry”
realizado sob condi¢des laboratoriais controladas que consistia em adicionar 10
mL de solugdo herbicida em diferentes concentragdes em tubos contendo 2,00g de
solo, permanecendo sob agitagdo rotatéria vertical por 24 hs (tempo de equilibrio
pré-determinado). Apods centrifugacdo, limpeza do extrato sobrenadante e
filtracdo, a concentracao do herbicida foi determinada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), com detector UV a 254 nm. A dessor¢do foi avaliada
utilizando as amostras contidas nos tubos apo6s os ensaios de sor¢do. O modelo de
Freundlich foi utilizado para a interpretagdo do processo sortivo. O Argissolo
Vermelho-Amarelo apresentou maior coeficiente de adsorcdo (Kf,) quando
comparado com o Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA). Este fato foi atribuido ao
menor pH deste solo e ao seu maior teor de matéria organica. O processo de
dessor¢do ocorreu em ambos os solos, sendo que o LVA permitiu maior liberagao

das moléculas anteriormente sorvidas.

3.2 ABSTRACT

SORPTION AND DESORPTION OF PICLORAM IN TWO TYPES OF
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SOILS UNDER PASTURES IN BRAZIL.

The objective of this study was to determine the coefficients of sorption
and desorption of picloram in Ultisol (AVA) and Oxisol (LVA) with different
physical and chemical characteristics. Samples of soil were collected in the 0 - 20
cm in areas of degraded pastures in the region of Vicosa, MG. First, we
determined the time of balance between the herbicide in solution and one that was
adsorbed in the soil by the method of Batch Equilibrium ". The time required was
24 hours. For studies of sorption and desorption was carried out method "Batch
Slurry" carried out under controlled laboratory conditions, which consisted in
adding 10 mL of herbicide solutions at different concentrations in tubes
containing 2.00 g soil, remaining vertical rotary agitation for 24 hours
( equilibrium time pre-determined). After centrifugation, the extract supernatant
cleaning and filtration, the concentration of herbicide was determined by high
performance liquid chromatography (HPLC) with UV detection at 254 nm.
Desorption was evaluated using the samples in the tubes after sorption tests. The
Freundlich model was used for the interpretation of the sorption process. The
Ultisol showed higher adsorption coefficient (KFA) when compared with the
Oxisol (LVA). This was attributed to the lower pH of the soil and its higher
content of organic matter. The desorption process occurred in both soils, and the

LVA allowed greater release of previously sorbed molecules.

3.3 INTRODUCAO

A pecuaria brasileira caracteriza-se pela exploragdo extensiva das
pastagens. O Brasil detém o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com

cerca de 202 milhdes de cabecas, sendo que 88% da carne bovina produzida no
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pais tém origem nos rebanhos mantidos exclusivamente em pastos (IBGE, 2009).

Como qualquer outra cultura, as pastagens devem ser manejadas de forma
que se possa alcancar a sustentabilidade do ponto de vista agrondmico, econdémico
e ambiental. Porém, baixas produtividades ¢ rentabilidades das pastagens
observadas, principalmente na regido do cerrado, podem ser explicadas pelo
gerenciamento deficiente de empreendimentos, manejo inadequado do sistema
solo-planta forrageira-animal e também devido ao pouco cuidado em relacdo a
fertilidade do solo (Pires et al., 2006). Esses fatores associados promovem a
degradacao das pastagens e consequente infestacao de plantas daninhas.

Dentre os diversos métodos de controle de plantas daninhas, o controle
quimico sem davida tem sido o mais amplamente utilizado. Das formulagdes
indicadas para o controle de plantas daninhas em pastagens, o principio ativo mais
utilizado ¢ o picloram [acido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridinocarboxilico],
(Figura 1). Pertencente ao grupo quimico dos 4cidos piridinocarboxilicos, este
herbicida seletivo e sistémico apresenta absorcao foliar e radicular, pertence ao
grupo dos herbicidas mimetizadores da auxina provocando distirbios no
metabolismo de acidos nucléicos, aumento da atividade enzimatica ¢ destruicao
do floema por provocar alongamento, turgescéncia e rompimento das células. As
raizes perdem sua habilidade de absorver 4gua e nutrientes provocando o
esgotamento das reservas energéticas da planta e finalmente sua morte (Silva, A.
A., 2007). Apresenta solubilidade em agua de 430 mg L' e pKa: 2,3 (Rodrigues e
Almeida, 2005). Apresenta adsorcao crescente de acordo com a diminui¢do do pH
e aumento da matéria organica, sendo altamente lixiviavel. (Farmer, 1974; EPA,
1995). Pode ser degradado por agdo microbiana e por fotodecomposi¢ao.
Apresenta meia-vida média no campo do picloram ¢ de 90 dias, variando de 20 a
300 dias, e dependente de condi¢des de climaticas e microbioldgicas (Rodrigues e
Almeida, 2005). Todavia segundo a EPA (1995), em solos com atividade
aerdbica, o picloram apresenta meia-vida variando entre 167 e 513 dias, ja em
solos anaerdbicos ele ¢ pouco degradado, mantendo-se apds um ano cerca de 90%
da concentragdo original. Seu principal produto de degradacio é o CO,. E um dos
herbicidas mais persistentes do seu grupo podendo ser encontrado em solos por
periodos superiores a 2 anos apos sua aplicacdo (Dowler et al, 1968).

Por ser um herbicida &cido fraco e de carater anidnico em valores de pH da
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maioria dos solos e 4guas ambientais, o picloram ¢ pouco sorvido pelas particulas
do solo e apresenta elevada mobilidade (U.S. EPA, 1995). Sua sorcdo esta
fracamente relacionada ao conteido argiloso do solo e sim, mais
significativamente relacionado ao conteido de matéria organica (Farmer, 1974).
Tem sido mostrado também que o picloram ¢€ preferencialmente adsorvido em sua
forma cationica ou dipolar e crescente com o decréscimo do pH (Celis, R. et al,
2002; Cheung & Biggar, 1974).

Em solos agricultaveis com valores tipicos de pH variando de 5 a 8§, a
forma predominante do picloram ¢ a forma anidnica em 99% das moléculas
dissolvidas na solu¢do do solo, o que explica a baixa sor¢do deste herbicida na
maioria dos solos que apresentam cargas elétricas predominantemente negativas.
Este fato associado a sua alta persisténcia faz com que a grande parte das
moléculas herbicidas possa sofrer lixiviagdo no solo ou escoamento superficial
contaminando aguas superficiais e subterraneas (Celis et a, 2002).

Embora existam vdrios estudos relacionados ao comportamento desse
herbicida em solos (McCall et al., 1972; Biggar et al., 1973; Farmer et al., 1974;
Hang et al., 1996; Lu et al., 2002; Celis, R et al., 2002), estes foram realizados em
solos de clima temperado e estudos de comportamento e distribui¢do deste
herbicida em solos de clima tropical como o Brasil ainda sdo escassos.

Considerando que os solos sdo constituidos de materiais de origens
diferentes, formando um complexo argilo-organico com caracteristicas fisico-
quimicas variaveis as quais interagem com os herbicidas, estudos ainda precisam
ser realizados para que este produto seja recomendado com seguranga, mantendo
sua eficacia no controle de plantas daninhas e reduzindo o perigo de contaminagao
ambiental. Sendo assim, objetivou-se nesse trabalho determinar os coeficientes de
sor¢ao e dessor¢ao do picloram em um Latossolo Vermelho-Amarelo e num
Argissolo Vermelho-Amarelo largamente utilizados com pastagens no Brasil.

3.4 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Herbicida no Solo no
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV). As
amostras de Argissolo Vermelho-Amarelo (AVA) e Latossolo Vermelho-Amarelo
(LVA) foram coletadas a profundidade de 0 a 20 cm em areas de pastagens

degradadas isentas de herbicidas na regido de Vicosa, MG. Essas amostras foram

Vi



peneiradas em malha de 4 mm e armazenadas em caixas de polietileno de 1 m* de
capacidade. Para a realizagdo do experimento, amostras dos dois solos foram
peneiradas em malha de 2 mm e secas ao ar até a obten¢do de massa constante. As
caracteristicas fisico-quimicas e a classificacdo textural dos solos estdo
apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagdo fisico-quimica e classificacdo textural das amostras de

solo utilizadas no experimento. Vigosa — MG.

Analise granulométrica

Solo | Argila | Silte évrela Areia Classificagao textural
na Grossa
AVA 26 16 29 29 Franco Argilo-Arenosa
LVA 35 21 30 14 Argilo Arenosa
Andlise quimica
pH P K| Ca™ | Mg™ |H+AI CTC V| m | MO
total

Solo

H,0 (cmol dm?) (%) 1‘:;%

AVA | 496 | 12,1 | 61 3,2 1,6 4,79 496 [ 51| O [3,10

LVA | 6,33 | 1242 | 59 12,0 6,6 3,14 | 18,75 {8 | 0 [ 1,70

Anadlises realizadas no Laboratério de Analises de Solo Vigosa, segundo a
metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA
(1997).

3.4.1 Determinacio do tempo de equilibrio para os ensaios de sorciao e
dessorcao

O tempo de equilibrio necessario para a sor¢do entre o picloram e os solos
foi determinado segundo o método “batch equilibrium” (OECD, 1993). Preparou-
se uma solu¢do de picloram (pureza 98,5%) na concentragdo de 100 pg L™ foi
preparada em solu¢do de CaCl, 0,01 mol L. Em seguida, 10 mL desta solugdo
foram adicionados a tubos de polipropileno de fundo conicos contendo 2,00 g de
solo. Cada tubo contendo o solo ¢ a solu¢do do herbicida foi colocado sob

agitagdo vertical por diferentes intervalos de tempo (1, 4, 8, 12, 16, 18, 20, 24 ¢ 36
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horas) a uma temperatura de 27 °C. Apds a agitacdo, as amostras foram
centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos. Um pequeno volume do sobrenadante
foi filtrado em membrana Milipore 0,45 um de poro e em seguida analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O tempo de equilibrio foi
considerado aquele no qual a concentragdo da solugdo sobrenadante permaneceu

constante. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.2 Sorcao e dessorcao

Para avaliar a sor¢do do picloram nos solos, foram preparadas solugdes do
herbicida em CaCl, 0,01 mol L', nas concentragdes de 60, 120, 180, 240, 300 e
360 pg L. Em tubos de poplipropieleno de fundo cénico e tampa rosqueavel, foram
colocados 2,00 g de solo e adicionados 10,0 mL da solu¢do-padrdo, numa propor¢ao de
1:5. Em seguida, estes tubos foram submetidos a agitacdo vertical a 27 °C pelo tempo
considerado como o tempo de equilibrio determinado anteriormente. Apds a agitagdo, as
amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm durante 10 minutos. Do sobrenadante foram
retirados 5 mL, filtrados em membrana Milipore 0,45 pm de poro e encaminhados para
andlise cromatografica. Para o ensaio de dessor¢ao, aos mesmos tubos foram adicionados
outros 5 mL de solugdo CaCl, 0,01 mol L' isenta do herbicida para promover o
deslocamento do equilibrio e observar sobre a reversibilidade do processo de sorgdo.
Esses tubos foram submetidos a nova agitagdo, pelo mesmo tempo e na mesma
temperatura nos quais foram realizados os ensaios de adsor¢do. Apos agitagdo, as
amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm, por 10 minutos. Mais uma vez, 5 mL
do sobrenadante foram retirados, filtrados em filtro milipore de 0,45 pm, para
posterior analise cromatografica. Calculou-se em seguida, a quantidade de
herbicida sorvido ao solo (Cs) em pg kg™ por diferenga entre a quantidade de
solugdo padrio inicialmente adicionada ao solo (Cp) em pg L' e a quantidade
encontrada na solugdo de equilibrio (Ce) em ug L. De posse dos valores de Ce ¢
de Cs, fez-se uso da equacdo de Freundlich (Cs = K; Ce") para obten¢do dos
coeficientes de adsorcdo, onde Ky e 1/n sdo constantes empiricas que representam
a capacidade e intensidade de sorcdo, respectivamente, ¢ sdo parametros de
regressdo caracteristicos para cada sistema solo-herbicida (Vieira, E. M., 1998;
Archangelo, E. R., 2004; Farmer e Aochi, 1974; Hang et al., 1996). As isotermas
de Freundlich sdo utilizadas para esse tipo de ensaio para que o processo sortivo

possa ser interpretado. O indice de histerese (H) que representa a capacidade do
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composto em permanecer adsorvido também foi calculado utilizando-se a equagao
H = n./ng, sendo n, e ng as curvaturas das curvas representadas nos graficos de
sor¢do e dessorcdo, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.4.3 Quantificacio

Para a determinagdo do picloram utilizou-se um aparelho de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Shimadzu LC 20AT), equipado com quatro bombas de
saida de solvente, injetor automatico (Shimadzu SIL 10AF) com loop de 50uL ,
detector UV-VIS (Shimadzu SPD 20A), forno da coluna (Shimadzu CTO
10ASVP) e coluna de aco inox (Shimadzu VP- ODS Shim-pack 150 mm x 4,6
mm i.d. ) mantida constante a 26 °C. A fase movel consistia em uma mistura de
solugdo aquosa de acido acético a 4% e acetonitrila (85:15, v/v) sendo eluida em
modo isocratico em taxa de fluxo igual a 1,2 mL min™ . Antes de ser utilizada, a
fase movel foi filtrada em membrana Milipore (Bedford, MA, USA) 0,45 pum. A
deteccdo do pesticida foi realizada a 254 nm. A solucdo estoque do herbicida foi
preparada a partir do padrdo com 98,5 % de pureza na concentragdo de 10 mg L™
e as solugdes de trabalho preparadas em solugdo de CaCl, 0,01 mol L™ a partir da
diluicdo da solugdo estoque, em concentragdes crescentes (60, 120, 180, 240, 300
e 360 ug L'). A quantificagdo foi realizada por meio da comparagio das areas
obtidas nos cromatogramas para cada ensaio pelo método de calibracao externa
(padrdo externo) e a identificacdo, pelo tempo de retengao.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva analitica obtida pela inje¢do de solugdes-padrdo do picloram
preparados em solugdo CaCl, 0,01 mol L™ nas concentragdes de 30 a 360 ug L™
assim como o cromatograma obtido nessas injecdes com seu respectivo tempo de

retengdo estdo apresentados nas figuras 2 e 3 respectivamente.
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Figura 2 — Curva padrio do picloram em solu¢do de CaCl, 0,01 mol L.
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Figura 3 — Resposta do detector em relagdo ao tempo em minutos. Cromatograma
de uma solugdo padrio do picloram (30,0 ug L), preparada em solugido de CaCl,
0,01 mol L' com seu respectivo tempo de retengdo (8,10 min.)

Para que os estudos de sor¢ao e dessorcdo pudessem ser realizados foi
necessario determinar o tempo de equilibrio entre a concentracao do herbicida em
solugdo e sua concentracdo sorvida no solo. Durante 36 horas de agitacdo do
sistema solo/solucdo herbicida, observou-se que o tempo necessario para atingir o
equilibrio foi de 24 horas, pois a partir dai ndo houve mais variagdo na
concentracdo do herbicida na solugdao sobrenadante. O tempo encontrado ¢ um
pouco maior que o encontrado por Biggar & Cheung, 1973 que realizaram este
trabalho com solos californianos de clima temperado e cujo tempo necessario foi

de 18 horas, mesmo empregando concentragdes diferentes da solug¢ao herbicida. O
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tempo necessario para alcancar o equilibrio entre a solugao do herbicida e os solos

AVA e LVA esta apresentado na figura 4.
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Figura 3 — Sor¢do do picloram em AVA e LVA em fun¢do do tempo de agitagao
em horas.

Quando entram em contato com o solo, varios tipos de interagdes podem
ocorrer entre as moléculas herbicidas e os coldides do complexo organo-argiloso.
Diferentes fatores colaboram para uma maior ou menor sor¢ao dessas moléculas
na matriz do solo, dentre os quais existem aqueles ligados as caracteristicas fisico-
quimicas das moléculas herbicidas, tais como, o coeficiente de particdo octanol-
agua (Kow), a capacidade de dissociagdo eletrolitica (pKa), o carater 4cido-base,
massa molecular e a solubilidade juntamente com caracteristicas dos solos como

matéria organica, textura e mineralogia e pH (Silva et al., 2007).

Os processos de degradacdo, movimentacdo pelo solo e também a
absorcdo pelas plantas e sua eficacia no controle de plantas daninhas,
principalmente dos herbicidas utilizados em pré-emergéncia estdo diretamente
ligados aos processos de sor¢do e dessor¢do que essas moléculas podem sofrer no
solo (Oliveira et al. 2005). Outros fatores ligados aos solos como forca ionica,
capacidade de troca catidnica (CTC) e espessura da dupla camada difusa também
podem influenciar nos processos de sor¢ao e dessorcao de herbicidas (Farmer &

Aochi, 1974).
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As isotermas de adsorcdo do picloram nos solos AVA e LVA estao
apresentadas na figura 5 e 6. No solo AVA, os niveis de concentracdo avaliados
variaram entre 60 e 360 ug L™, ja no LVA os niveis variaram de 60 a 300 ug L™
Esses altos niveis de concentragdo foram escolhidos, pois podem ocorrer em
determinadas condig¢des de aplica¢ao (Farmer & Aochi, 1974).

O processo de adsor¢ao do herbicida nos solos estudados pode ser descrito
pela equacdo de Freundlich,C; = Ky . C." ou na forma linearizada
log Cs =log K+ n log Ce, onde C, = pug do herbicida adsorvido por kg de solo, C.
= concentragdo da solugdo em equilibrio com o solo em pg L', K; e n sdo
constantes. Plotando log C; x log C. obtem-se uma relag@o linear. O coeficiente
angular ou inclinacdo da reta equivale ao n e K¢ ¢ o coeficiente linear. Nas
condi¢des experimentais estudadas, K; e n sdo conhecidos como fator de
capacidade e intensidade de adsor¢do respectivamente. O Ky ¢ a quantidade de
pesticida adsorvido quando a concentragdo no equilibrio é igual a 1 pg L. O

coeficiente de distribui¢do K4 médio também foi avaliado.

Isoterma de Adsorgéo
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Figura 5 — Isotermas de adsor¢ao do picloram em AVA (Y = 3,277x — 91,21)
e LVA (Y = 1,113x - 19,59) em funcdo da concentragdo em equilibrio (C.).
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Figura 6 — Isotermas de adsorcao do picloram em AVA (Y = 1,47272x - 0,61873)
e LVA (Y = 1,22473x — 0,50797) em funcao do logaritmo da concentracdo em

equilibrio (Ce) obtidas a partir do modelo linearizado de Freundlich.

E possivel perceber pela comparacio entre as isotermas e pelos parimetros
de Freundlich obtidos que o solo AVA possui uma capacidade maior de sor¢ao
que o LVA. Segundo a classificacdo de Giles et al. (1960), as isotermas de
Freundlich (Figuras 5 e 6) apresentaram comportamento do tipo C. s Elas sdo
consideradas deste tipo quando o parametro n da equacdo de Freundlich for > 1,0.
Embora se saiba que esse comportamento pode variar em fungdo da faixa de
concentracao utilizada nos ensaios de adsor¢ao, Archangelo et al., 2004 verificou
um maior numero de curvas do tipo L para herbicidas com elevada tendéncia de

adsor¢do a matéria organica.

Relacionando a capacidade sortiva dos solos com seus constituintes
principais os quais sdo determinantes na sor¢ao de herbicidas acidos-fracos como
pH e matéria organica, observou-se que os valores de Ky variaram entre 0,310 a
0,420 para LVA e AVA respectivamente e se relacionaram positivamente com o
aumento do material organico e com a diminui¢do do pH do solo. Esses resultados
sdo semelhantes aqueles obtidos por Biggar & Cheung, 1973, Farmer & Aochi,
1974, Hang et al., 1996.

O K representa a quantidade de herbicida adsorvido quando a

concentragdo em equilibrio for igual a 1 ug L. Isso significa que nessa
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concentracao 1 kg do solo AVA ¢ capaz de adsorver 0,420 ug do herbicida contra
0,310 pg do solo LVA. Portanto, o solo AVA possui uma capacidade de adsor¢ao
superior ao LVA e este fato estd ligado a quantidade de sitios sortivos disponiveis
para a adsor¢do. Esses sitios de adsor¢do estdo ligados a presenca de maiores
quantidades de matéria organica que possui sitios tridimensionais os quais atuam
na reten¢do de compostos i0nicos € ndo-idnicos (Brusseau e Rao, 1989). A maior
capacidade de adsorcdao de herbicidas acido-fraco em solos com elevados teores
de matéria organica ¢ relatada por muitos autores (D’Antonino, L., 2009; Rocha et
al., 2003). No entanto, existe uma grande complexidade e variabilidade da matéria
organica presente em diferentes solos. Essas diferencas podem interferir ndo s6 na
reten¢do dos herbicidas, mas também na sua transformacao e transporte (Vivian et
al., 2007).

Sabe-se também que, além do carbono organico, o pKa do herbicida, o
tipo e a quantidade de oOxidos presentes sdo extremamente importantes na
adsorcdo em solos tropicais altamente intemperizados. Sabe-se que, para os
herbicidas de carater acido, quanto menor o pH do solo em relagdo ao pKa do
herbicida, maior sera a tendéncia do herbicida em permanecer na forma molecular
(neutra) e de se adsorver nas particulas coloidais do solo (Silva et al., 2007).

Sitios de adsor¢do na superficie das argilas também determinam adsor¢do
de compostos organicos. Essas superficies apresentam carga dependente do pH do
solo. Segundo Biggar & Cheung, 1973, a molécula do picloram pode interagir de
varias maneiras com os coldides do solo. Podem ocorrer interacdes com ions
metalicos (AI’", Fe*, Mn*"*"), pontes formadas por ions metalicos ligando o
picloram as superficies das argilas ou material organico, adsor¢do das formas
protonada ou dipolar a partir do deslocamento de prétons ligados as superficies e
ocupagdo de seus sitios sortivos, ligagdes de hidrogénio, interacdes de Van der
Waals e interagdes eletrostaticas.

Segundo resultados obtidos por Cheung & Biggar, 1974, avaliando a
solubilidade do picloram e sua estrutura molecular em diferentes valores de pH,
este herbicida se encontra sempre em formas ionizadas, ou seja, em baixos valores
de pH ele se encontra preferencialmente nas formas cationica ou dipolar e em
valores mais elevados de pH ele se encontra preferencialmente na forma anionica.

Seu carater anidnico predomina nas condi¢des naturais dos solos de uso agricola
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(pH de 5,0 a 9,0) e levando em consideracdo a presenca de cargas negativas dos
coldides do solo, isto preocupa, pois estando menos sorvido no solo estard mais
passivel de ser lixiviado e com isso contaminar aguas subterraneas.

A dependéncia do pH do solo e a reversibilidade do processo de adsor¢ao
indicam que a adsor¢do do picloram ¢ em geral um fenomeno de superficie e nao
necessariamente envolve sitios especificos de adsor¢dao (Cheng, H.H., 1971).
Outro estudo, que avaliou a sor¢do do picloram em solos em diferentes
temperaturas, também comprovou que a adsor¢ao deste herbicida acima de 36 °C
¢ pouco provavel ou ndo acontece, isso devido ao acréscimo de energia interna
das moléculas. Este aumento da energia reduz as interagdes entre as moléculas
herbicidas e a superficie adsorvente, além de aumentar sua solubilidade em agua
(Hang et al. 1996).

A dessor¢do representa a liberacdo da molécula herbicida anteriormente
sorvida de volta para a solucdo do solo, sendo que sua intensidade reflete o grau
de reversibilidade do processo sortivo. A permanéncia do herbicida sorvido
origina o fenomeno denominado histerese (H) verificado na maioria de herbicidas
em solos. Altos indices de histerese indicam maior dificuldade do herbicida de
retornar para a solugdo do solo, possibilitando maior persisténcia deste no solo
(Silva et al., 2007).

As isotermas de dessor¢do nos solos AVA e LVA estdo apresentadas na
figura 7. As constantes de Freundlich obtidas nos ensaios de sor¢ao-dessor¢ao Ky,
n,, K, ng, assim como o coeficiente de distribuicao Ky dos solos estudados estdao
apresentados na tabela 2. As constantes de Freundlich Ky, dos solos seguiram a
tendéncia de seus coeficientes de distribui¢ao Kg, ou seja, o solo que apresentou

maior capacidade de sor¢cao também apresentou maior coeficiente de distribuigao.
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Figura 7 - Estimativa das isotermas de dessor¢io do picloram em LVA (Y =
1,19314x - 0,31797) e em AVA (Y = 1,10982x + 0,29287) em fungdo do
logaritmo da concentracdo em equilibrio (Ce). As curvas representam o modelo
linearizado de Freundlich.

Os valores determinados para os coeficientes de sorcao (Kf,) e dessor¢do
(Kfy), assim como o coeficiente de distribuicao (Kg4) do picloram para os solos
estudados, estdo apresentados na tabela 2. Coeficientes de correlacdo obtidos

superiores a 0,99 indicam boa conformidade com a relagdo de Freundlich.

Tipos de Sor¢io Dessorc¢iao H
Solos Ky Kf, N, R? Kfy Ng r (n./ng)
AVA

2,400 | 0,420 | 1,472 | 0,995 | 1,962 | 1,109 | 0,999 | 1,327
pH 4.96
LVA

0,924 | 0,310 | 1,224 | 0,998 | 0,480 | 1,193 | 0,949 | 1,025
pH 6.33

Tabela 2 — Valor experimental encontrado para K4 e valores das estimativas dos
coeficientes de adsorcao (Kf, e n,), dessorcdo (Kfy e ng), segundo a equagdo de
Freundlich e indice de histerese (H) do picloram em Latossolo Vermelho-Amarelo
(LVA) e em Argissolo Vermelho-Amarelo (LVA).

E possivel observar na tabela 2, que todos os coeficientes de dessorgao K

foram superiores aos de adsor¢ao Ky, assim como o oposto foi observado para o

parametro n, sendo os estimados na dessorcao (ng) inferiores aos de adsorcao (n,).
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A intensidade do processo de dessorcao se correlacionou com o baixo pH do solo
e o aumento do conteudo organico, isso significa que em solos com maior teor de
matéria organica e menores valores de pH o processo dessortivo ¢ menor (Farmer

et al.1974, Hang et al., 1996).

Pode-se observar que o AVA apresentou maiores valores de Kfy e ng,
significando que esse solo apresentou maior dificuldade em liberar o herbicida de
volta a solug¢do do solo. Esse fato se evidencia também pela diferenca expressiva
entre os Kf, e Kfy. JA no LVA, a diferenca entre o Kf, e Kfy é pequena, indicando
que grande parte do herbicida anteriormente sorvido se deslocou para a solugdo do
solo, mantendo as condi¢des de equilibrio proximas as condigdes iniciais do
experimento de adsor¢do. O indice de histerese (H) obtido no AVA também foi
superior ao obtido no LVA, evidenciando sua maior capacidade de retengdo do

herbicida.

3.6 - CONCLUSAO

O processo de sor¢ao do herbicida picloram foi maior no AVA que no
LVA. Este fato estd ligado ao maior teor de matéria organica e menor pH do
AVA. Quanto ao processo de dessor¢ao concluiu-se que este processo também foi
influenciado pela matéria organica e pH dos solos. O picloram foi dessorvido em
ambos os solos, sendo que o LVA permitiu maior liberagdo dessas moléculas. O
indice de histerese do picloram foi maior no AVA que no LVA, evidenciando

maior capacidade de reten¢do do herbicida no AVA.
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4 — LIXIVIACAO DO PICLORAM EM COLUNAS COM ARGISSOLO
VERMELHO-AMARELO SUBMETIDAS A DIFERENTES VOLUMES DE
CHUVA E DETERMINACAO POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA.

4.1 - RESUMO
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Objetivou-se com este trabalho, avaliar o potencial de lixiviacdo do
picloram em colunas com um Argissolo Vermelho-Amarelo submetidas a
diferentes volumes de chuva. Para isso, foram avaliados 30 tratamentos (um solo
associado a trés intensidades de chuva e dez profundidades). Utilizou-se o
esquema de parcela subdividida em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repetigdes. A montagem do experimento consistiu em preencher com
amostras do solo, colunas de PVC de 10 cm de didmetro por 50 cm de
comprimento, preparadas para estudos de lixiviacdo de herbicidas. Estas colunas
foram preenchidas com os solos, umedecidas e colocadas na posi¢do vertical por
48 horas para drenagem do excesso de agua, aplicando a seguir o herbicida e as
chuvas simuladas no topo destas em intensidades especificadas de acordo com o
tratamento para forgar a lixiviacdo do picloram. Apods 72 horas todas as colunas
foram dispostas na posi¢cdo horizontal e abertas longitudinalmente, realizando-se
amostragens de solo a cada intervalo de 5 cm de profundidade para posterior
extracdo e quantificacdo do herbicida e andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Em seguida, no restante das amostras de solo, semeou-se em potes
plésticos nas respectivas profundidades a espécie indicadora Cucumis sativus. Aos
21dias apdés a emergéncia das plantas indicadoras (DAE) foram realizadas
avaliacOes para verificacdo dos sintomas de intoxicagdo provocados pelo picloram
nas plantas. Concluiu-se que o picloram apresentou sua lixiviagdo diretamente
dependente do volume de chuva aplicado. O herbicida atingiu regides mais
profundas no solo cuja intensidade de chuva foi maior. Houve boa concordancia
entre os resultados obtidos pelo bioensaio e o método cromatografico. Onde foi
possivel visualizar intoxica¢ao nas plantas pode-se também detectar e quantificar

o herbicida estudado.

42 - ABSTRACT

PICLORAM LEACHING OF COLUMNS WITH A ULTISOL UNDER
DIFFERENT VOLUMES OF RAIN AND DETERMINATION BY HIGH-
PERFORMANCE LIQUID PERFORMANCE.

Vi



The objective of this study was to evaluate the potential leaching of
picloram in columns of an Ultisol under different amounts of rain. For this, we
assessed 30 treatments (one soil associated with three levels of rainfall and ten
depths). We used a split-plot in a completely randomized design with four
replications. The experimental design was to fill with soil samples, PVC columns
of 10 cm in diameter and 50 cm in length were prepared for studies of leaching of
herbicides. These columns were filled with soil, moistened and placed upright for
48 hours to drain the excess water, then applying the herbicide and the simulated
rain on top of these intensities specified according to the treatment to force the
leaching of picloram . After 72 hours, all the columns were arranged in a
horizontal position and opened lengthwise, performing soil samples at each
interval of 5 cm depth for subsequent extraction and quantification of the
herbicide and analysis by high performance liquid chromatography. Then the rest
of the soil samples was sown in plastic pots in their depths the indicator species
Cucumis sativus. At 21 days after the emergence of indicator plants (DAE)
evaluations were conducted to verify the symptoms of poisoning caused by
picloram in plants. It was concluded that picloram leaching directly dependent on
the volume of rain applied. The herbicide reached the deepest regions in the soil
which the rain intensity was higher. There was good agreement between the
results obtained by bioassay and liquid chromatography. Where possible view

intoxication in plants could also detect and quantify the herbicide studied.

4.3 INTRODUCAO

A participagdo brasileira no agronegdcio mundial vem crescendo bastante
nos ultimos anos, e, em conseqiiéncia disso, os recursos naturais vém sendo cada
vez mais explorados. Nesse setor, a pecudria tem se tornado cada vez mais uma

atividade empresarial, representada pela pecudria extensiva (Pineda et al., 2002).
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Uma das principais caracteristicas da pecuaria brasileira ¢ a grande
disponibilidade de pastagens, fato que contribui para a producdo de carne e leite
de forma competitiva em termos de qualidade e custo de producdo. No entanto,
pastagens degradadas, com alta infestagdo de plantas daninhas, constituem-se
atualmente em um dos maiores problemas do sistema de produ¢ao de bovinos no
Brasil (Santos et al, 2006). Estimam-se mais de 40 milhdes de hectares de
pastagens degradadas so nos cerrados (Kluthcouski et al, 2006).

No combate a essas plantas o controle quimico, com a aplicacdo de
herbicidas, tornou-se um dos métodos mais utilizados por seu baixo custo ¢ boa
eficiéncia. Dentre os herbicidas registrados para pastagens no Brasil, destacam-se
2,4-D + picloram, fluroxypyr + picloram e triclopyr (Silva et al., 2007). O
picloram se caracteriza por ser um produto extremamente ativo em dicotiledoneas,
sendo comum seu uso em misturas com os herbicidas citados anteriormente.
Apresenta longa persisténcia no solo, com meia-vida de 90 dias (Rodrigues &
Almeida, 2005), podendo ser encontrado até dois ou trés anos apds a aplicacdo em
area total (Deubert & Corte-Real, 1986; WSSA, 1994). Segundo Inoue et al.
(2003), por apresentar longa persisténcia, ¢ considerado um herbicida com alto
potencial de contamina¢do de aguas subterraneas.

Um dos grandes problemas associados a utilizagdo de agrotdxicos
altamente moveis no solo é a contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas.
Herbicidas anidnicos como o picloram, constituem um problema particular porque
sdo fracamente retidos pela maioria dos componentes dos solos e sedimentos, e
podem ser facilmente dissolvidos na solu¢do do solo (Celis, R. et al., 2002).

O destino de herbicidas no ambiente depende muito das propriedades
quimicas e fisicas da substancia em questdo, sendo as principais propriedades a
sor¢do e a persisténcia do produto. A sor¢do regula o potencial de um herbicida a
ser perdido com sedimentos ou lixiviagdo e a persisténcia esta relacionada a meia
vida do herbicida que é o tempo necessario para a dissipagdo de 50% da
quantidade inicial aplicada (Silva, A. A. et al, 2007).

Segundo Silva, A. A. (2007), o processo de lixiviagdo refere-se ao
movimento descendente dos herbicidas na matriz dos solos em decorréncia do
fluxo de agua. Sua intensidade dependera das interagdes de caracteristicas fisico-

quimicas do produto, do solo e do clima. Desta forma, as propriedades dos solos
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tais como contetdo organico, porcentagem e tipo de argila mineral, capacidade de
troca cationica, total de bases trocaveis e pH, influenciam diretamente na sor¢ao
desses compostos no solo e, consequentemente, seu potencial de lixiviacdo e de
contaminagdo de aguas subterraneas (Celis, R. et al., 2002; Silva, A. A. et al,;
2007; Biggar et al, 1974).

Programas de monitoramento ambiental, realizados por meio de estudos de
campo bem planejados, sdo considerados por diversos autores como o melhor
procedimento de avaliagdo e de minimizagdo da poluicdo de adguas subterraneas
(Cohen et al., 1995; Albanis S et al., 1998; Azevedo et al., 2000; Filizola A et al.,
2002). Esses estudos podem ser realizados analisando-se diretamente a 4gua e/ou
o solo, uma vez que o potencial de contamina¢do da agua subterranea por
pesticidas depende da sua mobilidade no solo.

A avaliagdo da lixiviagdo de pesticidas no solo pode envolver abordagens
diretas ou indiretas. Estimativas diretas incluem a aplicagdo desses produtos no
campo (condi¢des naturais) ou em colunas de solo, podendo-se, portanto,
controlar as condi¢des ambientais com analises de amostras do solo em diferentes
profundidades (Racke et al., 1997; Oliveira Jr, R. S. et al, 2001). Ja as estimativas
indiretas sdo baseadas na medida de pardmetros que utilizam modelos de
avaliagdo do potencial de lixiviagdo dos pesticidas no solo (Oliveira Jr, R. S. et al,
2001) .

Alguns dos modelos de previsdao da lixiviagao de pesticidas apresentados
na literatura sdo: o fator de retardamento RF (Retardation Factor) e o fator de
atenuacdo AF (Attenuation Factor), o indice GUS (Groundwater Ubiquity Score)
proposto por Gustafson (1989), os critérios de screening da EPA (Cohen, 1995), o
LIX (Leaching IndeX) proposto por Spadoto (2002) e o modelo TLPI
(Temperature Leaching Potenctial Index). Esses métodos podem ser utilizados
para selecionar quais substancias devem merecer maior atencdo durante estudos
especificos de estimativa da lixiviagdo de pesticidas no solo e também na
obtencao de indicadores ambientais (Lourencetti, C. et al., 2005).

Objetivou-se neste trabalho avaliar, por métodos biologico e
cromatografico, o potencial de lixiviagdo do herbicida picloram em Argissolo
Vermelho-Amarelo utilizando colunas de solo submetidas a diferentes volumes de

chuva.
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4.4 MATERIAIS E METODOS

4.4.1 Caracterizacao dos solos

Foram coletadas na profundidade de 0 — 20 cm, na regido de Vigosa, MG,
amostras de um Argissolo Vermelho-Amarelo em uma drea de pastagem
degradada, sem historico de aplicagdo de herbicidas. Esse solo foi peneirado com
peneira de malha de 10 mm e armazenado numa caixa de polietileno. A amostra

foi submetida a analise fisico-quimica e classificacdo textural (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizagdo fisico-quimica e classificacao textural da amostra de
solo utilizada no experimento. Vigosa — MG.

Analise granulométrica

Solo | Argila Silte Areia Arela Classificacio textural
fina Grossa
AVA 26 16 29 29 Franco Argilo-Arenoso
Analise quimica
pH P K" Ca™ Mg™ | H+ Al CTC V| m|MO
total

Solo

H;O (cmol dm?) (%) ﬁg%
AVA | 496 | 12,1 61 3,2 1,6 4,79 4,96 | 51 0 | 3,10

Analises realizadas no Laboratorio de Analise de Solo e Folha Vigosa Ltda, segundo a
metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria— EMBRAPA (1997).

4.4.2 Montagem do experimento e amostragem

Colunas de PVC de 10 cm de didmetro interno por 50 cm de comprimento
foram parafinadas internamente para evitar escorrimento lateral interno da adgua a
ser utilizada para promover a lixiviacdo do picloram. Essas colunas possuiam
tampa lateral removivel e foram marcadas a cada 5 cm de distancia. Em sua base
inferior foi colocada uma tela de nylon com papel de filtro para evitar a perda de
solo, e anexada em um pequeno vaso preenchido com brita para manté-la na
posicao vertical. Cada coluna foi preenchida com aproximadamente 3,5 kg de solo

umedecido proximo a capacidade de campo, e posteriormente deixadas em
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repouso por 24 horas para drenagem do excesso de agua. Na parte superior da
coluna foi aplicado o herbicida na dose de 720 g ha™, equivalente a 3 L ha™ do
produto comercial (Padron®). Essa aplicacdo se deu através de um pulverizador
de precisdo, equipado com dois bicos XR 110.02, espagados por 50 cm, mantidos
a pressao de 2,5 bar. Em seguida, as colunas foram levadas a casa de vegetacao do
departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, onde foram
mantidas durante o periodo experimental.

Imediatamente apds a aplicagdo do herbicida, foram simuladas chuvas de
20, 40 e 80 mm de acordo com o tratamento especifico. Na simulagdo das chuvas,
na parte superior das colunas foi anexado um pluvidmetro para o
acompanhamento do volume de chuva desejado. O tempo necessario das
simulagdes foi de 40, 80 e 180 minutos, respectivamente. Apds a simula¢dao de
chuva as colunas foram deixadas na posic¢ao vertical por 72 horas para a completa
infiltracdo da 4gua nas mesmas.

Em seguida, as colunas foram colocadas na posi¢do horizontal, suas
tampas laterais removidas e procedeu-se a retirada das amostras de solo. A
amostragem foi realizada de forma que todo o contetido de solo presente em cada
profundidade (5 em 5 cm) fosse transferido para sacos plasticos onde os mesmos
foram homogeneizados e secos.

Parte do solo foi entdo submetido a extragdo e andlise por cromatografia
liquida e o restante foi submetido ao bioensaio, onde se fez o semeio do pepino
(cucumis sativus) como planta indicadora.

Foram avaliados 30 tratamentos: 1 solo (AVA) associado a 3 volumes de
chuva (20, 40 ¢ 80 mm) e 10 profundidades (0-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-
30, 30-35, 35-40, 40-45 e 45-50 cm) em delineamento inteiramente casualizado
com 4 repeti¢des e 1 branco para cada volume de chuva. Ao todo foram montadas
15 colunas das quais 12 receberam o produto e as 3 restantes representaram o
branco.

No bioensaio, amostras de solo das 10 diferentes profundidades foram
colocadas em potes plasticos pequenos onde se fez o semeio de trés sementes de
pepino em cada um deles. Esses potes eram regularmente irrigados visando o bom
crescimento das plantas. A avaliacdo do indice de intoxicacdo das plantas-teste

pelo herbicida foi realizada aos 21 dias apds a emergéncia das mesmas,
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atribuindo-se notas de 0 (auséncia de intoxicagdo) a 10 (morte da planta) de

acordo com a escala da EWRC (1964) modificada (Tabela 2).

Tabela 2 — Escala de sintomas de intoxica¢do provocados pelo picloram em
plantas de pepino (Cucumis sativus).

Nota Descri¢ao dos sintomas
0 Auséncia de intoxicagdo nas plantas
2 20% de intoxicagao nas plantas
4 40% de intoxicagdo nas plantas
6 60% de intoxicagdo nas plantas
8 80% de intoxicacao nas plantas
10 Todas as plantas mortas

Fonte: Escala EWRC (1964), modificada.

A descricao dos sintomas e a avaliacdo do indice de intoxicagdo das
plantas foi realizada comparando-se com plantas semeadas sob as mesmas
condigdes experimentais, porém sem a aplicagdo do herbicida, as testemunhas

(Anexos).

4.4.3 Analise Cromatografica

Na determinag¢do do picloram utilizou-se um cromatégrafo a liquido de
alta eficiéncia (Shimadzu LC 20AT), equipado com quatro bombas de saida de
solvente, injetor automatico (Shimadzu SIL 10AF) com loop de 50uL , detector
UV-vis (Shimadzu SPD 20A), forno da coluna (Shimadzu CTO 10ASVP), coluna
de ag¢o inox (Shimadzu VP- ODS Shim-pack 150 mm x 4,6 mm 1.d) com
temperatura mantida constante a 26°C. A fase mével consistia em uma mistura de
solugdo aquosa de 4cido acético a 4% e acetonitrila (85:15, v/v) e foi eluida em
modo isocratico em taxa de fluxo igual a 1,2 mL min™. Antes de ser utilizada, a
fase movel foi filtrada em membrana Milipore (Bedford, MA, USA) 0,45 um. A

deteccao do pesticida foi realizada a 254 nm.
4.4.4 Solucao Padriao

O padrao analitico do herbicida picloram (98,5% de pureza) foi obtido
através da ChemService (West Chester, PA). Solu¢do estoque (100 mg L) e
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solucdes de trabalho em diferentes concentracdes foram preparadas em solugao de

acido acético 25%, estocadas em local escuro e em temperatura ambiente.

4.4.5 Técnica de Extracao

Na extragao do picloram nas amostras de solo, foi utilizada a técnica de
extra¢do solido-liquido proposta por Cheng, H. H. (1969) adaptada. Esta técnica
consiste em colocar 2,00 g de solo, seco ao ar e passado por uma peneira de malha
de 2,0 mm de poro, em tubos plasticos de fundo conico e tampa rosqueavel. Em
seguida, adiciona-se 20,0 mL de solucao de KCl na concentragdo igual a 0,5 mol
L™, agita-se o frasco em agitador vortex por 10 segundos para a formagdo da
suspensdo e ajusta-se o pH dessa para 7,0, com gotas de solugdo alcalina KOH
0,Imol L.

Posteriormente, agita-se o sistema em agitador vertical por 60 minutos e
posteriormente deixa-se em repouso por 10 minutos. Em seguida, os frascos sdo
centrifugados durante 10 minutos a 3.500 rpm.

Concluida a decantagdo das particulas do solo e a limpeza do extrato, 1,5
mL do sobrenadante ¢ retirado e transferido para uma seringa de vidro de 5,0 mL
de capacidade com um filtro Milipore de 0,45 pm de poro. Finalmente, os
contetidos das seringas sdo filtrados diretamente em frascos de vidro de 1,8 mL de
capacidade e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia equipada com
um detector UV-vis.

A técnica proposta por Cheng, 1969, foi otimizada e foram avaliados
alguns parametros de validagdo propostos pelo ANVISA (2003), INMETRO
(2003) e Ribani et al., 2004, dos quais podem ser citadas a seletividade,
linearidade de resposta do detector, limites de detec¢ao (LD) e quantificacao

(LQ), precisdo e exatiddo.

4.4.6 Fortificacao das Amostras de Solo e Curva Padrao

Para construgcdo da curva analitica, amostras do solo foram fortificadas
com o principio ativas em concentragdes crescentes (ug L) e em seguida
submetidas ao método de extragdo. As concentracdes dos extratos estavam na
faixa de 2,0 a 100,0 ug L. Os extratos obtidos foram entdo injetados € a curva

analitica foi obtida relacionando as concentragdes do picloram e suas respectivas

Vi



areas. A quantificacdo do analito foi realizada a partir da equacao da reta obtida

pela curva analitica do método.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.5.1 Validacao do Método Proposto

E essencial que os estudos de validagio sejam representativos e
conduzidos de modo que a variagdo da faixa de concentragdo e os tipos de
amostras sejam adequados. De acordo com a dose aplicada equivalente a 720
g/ha, o que corresponde a 3 vezes a dose recomendada, em colunas de solo com
aproximadamente 3,5 kg, caso houvesse uma perfeita homogeneizagdao do
herbicida pelo solo contido na coluna, a concentracdo do herbicida estaria em
torno de 161,4 pg kg'. Como o processo de dissipagdo do herbicida pelo solo
ocorre de maneira heterogénea e desuniforme, as concentragdes encontradas
poderiam ser em alguns pontos inferiores ou superiores ao valor estimado.
Portanto, a faixa de trabalho escolhida foi o intervalo de 2,0 a 100,0 ug L™, o que
corresponde a 20,0 a 1000,0 ug kg™

Os principais parametros avaliados no processo de validacdo do método
analitico estdo descritos na tabela 4, onde se verifica que os valores se encontram
em conformidade com o descrito na literatura para a andlise de pesticidas
(INMETRO, 2003; Ribani et al., 2004): média de recuperagdo entre 70 e 120% e
CV <20%.

Tabela 3 - Pardmetros avaliados no processo de validagédo do método analitico.

Limite de Detec¢do (LD) ug Kg! 20,0
Limite de Quantificagdo (LQ) pg Kg'! 66,0
Porcentagem de Recuperagao (%R) 95,94
Coeficiente de Variacao (CV) 2,32
Curva Analitica y=2219x-270,9
Coeficiente de Correlagdo (r) 0,999

Os cromatogramas correspondentes ao extrato da matriz isenta de
herbicida e do padrdo 50,0 pg L' do picloram preparado no extrato da matriz do

herbicida estudado estdo apresentados nas figuras 2 e 3.
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Comparando-se os cromatogramas obtidos pelo extrato da matriz isenta do
herbicida (branco) e aquele obtido pelo padrao preparado no extrato da matriz, ¢
possivel afirmar, que o pico presente no tempo de retengdo igual a 8,10 min
refere-se ao picloram, o que torna a técnica seletiva. A identificacdo do analito foi
feita por comparacdo entre os tempos de retencdo. A quantificacdo do herbicida

nas amostras reais foi realizada a partir da curva padrao.

Figura 1 — Resposta do detector em funcdo do tempo em minutos. (A)
Cromatograma do extrato obtido do solo AVA isento do herbicida e (B)
cromatograma do mesmo solo fortificado com 50,0 pg L' do herbicida estudado,

onde: tR= 8,10: picloram.
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4.5.2 Quantificaciio do picloram nas amostras de solo
A curva padrdo do picloram obtida pela extracdo de amostras fortificadas
em diferentes concentragdes de acordo com o método proposto estd representada

na figura 2.

Figura 2 — Curva padrio do picloram obtida pela injecdo de extratos obtidos por
amostras fortificadas em concentragoes de 2,0 a 100,0 pg L' e submetidas ao

método proposto e determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).
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A quantificacdo do picloram nas amostras de solo AVA em diferentes
profundidades nas colunas submetidas a diferentes intensidades de chuva esta apresentada

na tabela 4.

Tabela 4 — Concentracdo do picloram determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, em amostras de solo coletadas em diferentes profundidades das
colunas ap6s simulacao de chuvas.

Profundidades (cm) Conc.
Total
0-5 5-10 [ 10-15 ] 15-20 | 20-25 |25-50| pgkg'

Volume
de Chuva
20 mm 647,7 99,5 ND ND ND ND 747.2
40 mm 476.8 2503 65,2 ND ND ND 792,3
80 mm 160,2 138 207,6 174,1 60,9 ND 740,8
ND = Néo Detectado

Concetragdo ug kg™

A lixiviagdo do picloram através das colunas de solo foi influenciada pelos
volumes de chuva aplicados. Foi possivel quantificar o herbicida até a
profundidade de 10, 15 e 25 cm nas colunas submetidas a 20, 40 e 80 mm de
chuva respectivamente. Observou-se o nitido deslocamento do herbicida através
do solo.

Resultados semelhantes foram observados quando se utilizou o método bioloégico
(Figura 5). Observa-se nesta figura que a porcentagem de intoxicacao das plantas
variou de 90 a 100% nas profundidades indicadas anteriormente. Nao foi
observada intoxicagdo nas plantas semeadas em amostras de solo nas outras
profundidades das respectivas colunas. Estes resultados confirmam a
possibilidade do uso do teste biologico como teste rapido de lixiviacdo desse
herbicida no perfil de solos ( D’ Antonino, L. et al. 2009). Nas profundidades onde
foi possivel detectar e quantificar o herbicida pela cromatografia, foi possivel,
também, observar intoxicacdo das plantas indicadoras. A andlise visual foi

realizada 21 dias ap6s a emergéncia das plantas (Anexo).

Vi




100

80

(2]
o
1

% Intoxicagdo
S
o
1

20 +

Profundidade (cm)

Figura 5 - Porcentagem de intoxica¢do de plantas de pepino cultivadas em
amostras de Argissolo Vermelho-Amarelo (pH 4,96), em funcdo de diferentes
profundidades das colunas apds a aplicagao de picloram e simulacdo de chuvas de
20, 40 e 80 mm. Vigosa, MG. 2007

Através do bioensaio e pela comparagdo com o método cromatografico, foi
possivel perceber que a menor concentragdo necessaria para causar intoxicacao
nas plantas de pepino foi equivalente a 60 ug kg™ de solo.

De acordo com os dados apresentados e também devido a elevada
persisténcia no solo apresentada pelo picloram, pode-se presumir que, num
periodo de chuvas intensas ou periddicas, esse herbicida possa vir a atingir
grandes profundidades e contaminar 4guas subterraneas. Isso mostra a
importancia dos cuidados envolvidos na aplicagdo de herbicidas, tais como
dosagem adequada, observacdo das condigdes climaticas, equipamentos
calibrados e mao-de-obra especializada (Silva et al., 2007).

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA,
1999), o picloram ¢ considerado de mobilidade intermedidria a muito mével nos
solos em geral. Pode ser lixiviado em solos com pequeno teor de matéria
organica, alcalinos e altamente permedveis. Estudos conduzidos pelo centro de
Pesquisas Geoldgicas dos Estados Unidos (USGS, 1998) mostraram a presenca de
residuos do picloram em 0,11 - 0,20 % das aguas subterraneas pesquisadas. O
nivel maximo detectado foi de 2,2 pg L. Segundo Stoner et al., (1998), este

pesticida foi detectado em 3% de amostras de dguas subterraneas na bacia do Red
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River no estado do Minnesota, norte e sul de Dakota, em concentracdes abaixo de
10 pg L. Estudos realizados por Celis, M. R. et al. (2005), onde foi avaliada a
lixiviagdo do picloram em quatro diferentes solos de diferentes regides
edafoclimaticas da Europa com pH variando de 6,3 a 7,3, foi observada a
lixiviacdo deste herbicida ao longo de toda a coluna preparada com os quatro
solos estudados. A grande lixiviacdo do picloram estd relacionada a sua baixa
sor¢do na maioria dos solos e a grande persisténcia.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com aqueles obtidos por
Celis, M. R. et al., (2005) e D’Antonino, L. et al.(2009). Esse herbicida tem sua
mobilidade muito dependente do teor de matéria organica e pH dos solos. De
acordo com Cheung, M. W. et al, 1974, em pH acima de 5,0, cerca de 95,2 a
100,0 % das moléculas do picloram estardo na espécie aniOnica, desta forma,
essas moléculas estardo menos sorvidas pelas particulas negativas das argilas e
matéria organica do solo, portanto, estardo presentes preferencialmente na solucao
do solo e mais passiveis de serem lixiviadas.

Os solos brasileiros s3o muito variados devido a grande extensdo
territorial, porém, Latossolos e Argissolos sdo predominantes em areas de
pastagens onde esse herbicida ¢ muito utilizado. Segundo Hamarker, J. W., et al.,
(1966), conteudos mais elevados de material organico nos solos reduzem a
movimentacdo do picloram a grandes profundidades por lixiviacdo.
Considerando-se que a maioria dos solos de pastagens tem pouca cobertura
vegetal devido ao manejo inadequado dessas areas e sdo bastante intemperizados,
a aplicacdo do picloram deverd ser realizada com conhecimento técnico. Em
decorréncia, ¢ exigida grande cautela visando evitar a contaminagdo de aguas
superficiais e subterraneas e também o efeito toxico (carryover) em culturas

posteriores e/ou adjacentes.

4.6 - CONCLUSAO

O herbicida picloram amplamente utilizado no combate de plantas
daninhas em pastagens apresentou lixiviagdo diretamente dependente do volume
de chuva aplicado. O herbicida atingiu regides mais profundas nas colunas de solo
cyja intensidade de chuva foi maior. Houve boa concordancia entre os resultados

obtidos pelo bioensaio, utilizando como planta indicadora o pepino, € o método
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cromatografico. Onde foi possivel visualizar intoxicagdo nas plantas pode-se
também detectar e quantificar o herbicida estudado.

Aplicacdes do picloram sem conhecimento técnico e planejamento prévio,
a utilizacdo de equipamentos descalibrados, mao-de-obra ndo-qualificada, ¢ a nao
observacdo das condi¢des climaticas, podem resultar em casos desastrosos de

contaminac¢do de aguas superficiais e subterraneas.
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5

— ANEXOS

Figura 1 — Intoxica¢do em plantas de pepino em solo tratado com picloram,

proveniente de colunas de lixiviacao apos a simulacao de 20 mm de chuva.




Figura 2 — Intoxica¢do em plantas de pepino em solo tratado com picloram,

proveniente de colunas de lixiviacao apos a simulacao de 40 mm de chuva.

Figura 3 — Intoxicacdo em plantas de pepino em solo tratado com picloram,

proveniente de colunas de lixiviagdo apds a simulagao de 80 mm de chuva.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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