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RESUMO
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DETERMINACAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS EM SOLO DE LAVOURA DE
ARROZ IRRIGADO EMPREGANDO QUEChERS MODIFICADO E LC-MS/MS

AUTORA: GISELE LUTZ MARTINS
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 15 de dezembro de 2010

O uso de pesticidas e seus residuos tornaram-se um problema devido a possivel
contaminacado do solo, podendo impactar o meio ambiente e causar danos a saude publica.
Neste trabalho, otimizou-se e validou-se um método analitico para a determinacdo de
residuos de tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, propiconazol, fipronil e
trifloxistrobina em solo proveniente de lavoura de arroz irrigado utilizando o método de
extracdo QUEChERS modificado e Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas sequencial (LC-MS/MS), com fonte de ionizac&o por Eletronebulizacdo no modo ESI
(+/-). O método QUEChERS modificado desenvolvido consistiu em uma etapa de extragcédo
inicial utilizando 5,0 g de solo no qual foi adicionado 20 mL de solucéo saturada de hidroxido
de calcio pH 12,0 e 10 mL de acetonitrila, seguida por uma etapa de particdo apos a adicdo
de uma mistura de sais anidros (4,0 g de sulfato de magnésio e 3,0 g de cloreto de sddio).
Apos, foi realizada uma etapa de ajuste em pH 3,0, através da adi¢cao de 390 pL de solucéo
aquosa de HCI 6 mol L™, seguido de centrifugac&o a 3900 rpm por 10 min. Na sequéncia, foi
realizada a etapa de clean-up com 250 mg de sulfato de magnésio em 2 mL de extrato,
seguido de analise por LC-MS/MS. ApOs otimizagdo dos parametros de extragdo e de
quantificagdo, o método foi validado avaliando-se curva analitica, linearidade, LOD, LOQ,
precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e exatiddo. As curvas analiticas
apresentaram linearidade entre 0,2 e 20,0 pg L™ para propiconazol e entre 1,0 e 100,0 pg L™
para tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, fipronil e trifloxistrobina, com valores
de coeficiente de determinagdo maiores que 0,99. Os valores de LOQ para o método foram
0,4 ug kg™ para propiconazol e 2,0 ug kg™ para os demais pesticidas. O método apresentou
boa precisdo, com valores de RSD < 20%, e boa exatiddo, com recuperacdes entre 70 e
120% para a grande maioria dos compostos analisados. Com relacdo ao Efeito Matriz
avaliado para todos os compostos, este foi compensado através da utilizacdo de curvas
analiticas preparadas no extrato da matriz para a quantificacdo. O método otimizado
apresentou como vantagens principais: rapidez, simplicidade, baixo custo, baixo consumo
de solventes organicos, além da simplificacdo de etapas lentas e trabalhosas geralmente
empregadas em meétodos tradicionais de extracdo de pesticidas em solo. O método foi
considerado adequado para a analise de residuos de pesticidas em solo proveniente de
lavoura de arroz irrigado, visto que todos os parametros de validacdo atenderam os limites
sugeridos para validacdo de métodos cromatograficos. Apds ser validado, o método foi
aplicado para determinacdo de residuos destes pesticidas em amostras de solo
provenientes de um experimento realizado no Campus da UFSM, mostrando-se bastante
eficiente.

Palavras-chave: residuos de pesticidas; solo; QUEChERS maodificado; LC-MS/MS.
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USING MODIFIED QUEChERS AND LC-MS/MS

AUTHOR: GISELE LUTZ MARTINS
ADVISOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Date and Place: December 15“*, 2010, Santa Maria

The use of pesticides and their residues have become a problem due to possible
contamination of soil, impacting on the environment and causing trouble to public health. In
this research, an analytical method was optimized and validated to determine the residues of
thiamethoxan, imazapic, imazethapyr, clomazone, propiconazole, fipronil and trifloxystrobin
in soil from rice paddy field, applying a modified QUEChERS extraction method and Liquid
Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) with Electrospray
ionization source in ESI (+/-) mode. The modified QUEChERS method developed consisted
of an initial extraction step using 5.0 g of soil into which 20 mL of saturated solution of
calcium hydroxide pH 12.0 and 10 mL of acetonitrile were added, followed by a partition step
after the addition of a mixture of anhydrous salts (4.0 g of magnesium sulfate and 3.0 g of
sodium chloride). After this, a step for adjustment of the pH to 3.0 by adding 390 pL of 6 mol
L™ HCI, followed by centrifugation at 3900 rpm for 10 min. A clean-up step was then
conducted with 250 mg of magnesium sulfate in 2 mL of extract, followed by LC-MS/MS
analysis. After the optimization of the extraction and determination parameters the method
was validated evaluating the analytical curve, linearity, LOD, LOQ, precision (repeatability
and intermediate precision) and accuracy. Calibration curves presented linearity between 0.2
and 20.0 pg L™ for propiconazole and 1.0 and 100.0 pg L™ for thiamethoxan, imazapic,
imazethapyr, clomazone, fipronil and trifloxystrobin, with determination coefficients greater
than 0.99. The values of the method LOQ were 0.4 pg kg™ for propiconazole and 2.0 ug kg™
for the others pesticides. The method showed good precision, with RSD values < 20%, and
good accuracy, with recoveries between 70 and 120% for most compounds. Concerning the
Matrix Effect for all compounds evaluated, this was compensated by using calibration curves
prepared in the matrix extract for quantification. The optimized method showed as major
advantages: speed, simplicity, low cost, low consumption of organic solvents, besides the
simplification of slow and laborious steps usually employed in traditional methods for
extraction of pesticides in soil. The method was considered suitable for analysis of pesticide
residues in soil from rice paddy fields, since all the validation parameters were within the
limits suggested for validation of chromatographic methods. After the validation, the method
was applied for determination of residues of these pesticides in soil samples from an
experiment carried out at the UFSM Campus, revealing great efficience.

Keywords: pesticide residues; soil; modified QUEChERS; LC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

A agricultura moderna que busca constante elevacdo de produtividade e
maximizacdo dos lucros emprega uma carga expressiva de pesticidas,
principalmente herbicidas, inseticidas e fungicidas, que podem causar poluicéo
ambiental e desequilibrio do ecossistema (GRUTZMACHER et al., 2008).

Nos ultimos anos, observa-se maior preocupacdo quanto a contaminacdo do
meio ambiente e a utilizacdo racional dos solos e recursos hidricos. As praticas
agricolas, entretanto, sdo responsaveis por grande parte da degradacdo desses
recursos. Além disso, a aplicacdo indiscriminada de pesticidas pelos agricultores
pode resultar em graves problemas de contaminacgéo do solo (SILVA et al., 2007).

O solo atua na manutencdo dos processos vitais, sendo responsavel pelo
suporte fisico e armazenagem dos nutrientes para as plantas. Os pesticidas séo
geralmente aplicados sobre plantas ou diretamente no solo. Mesmo quando
aplicados sobre as plantas, cerca de 50% da dose total aplicada podera ter como
destino final o solo, o qual atua como o principal receptor e acumulador desses
compostos. Ao entrarem em contato com 0 solo, 0s pesticidas estdo sujeitos a
processos fisico-quimicos que regulam seu destino no ambiente (FARIA, 2004).

Dessa forma, monitorar as possiveis contaminacfes oriundas do uso de
pesticidas em amostras ambientais tornou-se um assunto de extrema relevancia,
devido ao risco que estes compostos oferecem a saude humana, além da sua
persisténcia no meio ambiente (PICO et al., 2007).

A complexidade das amostras a serem analisadas e a exigéncia em
determinar niveis cada vez menores de concentragdo tém demandado o surgimento
de novas técnicas de extracdo, novos equipamentos e novos métodos para analise
de residuos de pesticidas. Geralmente, as analises qualitativas e quantitativas
incluem uma etapa preliminar de preparo da amostra, a qual é fundamental para
garantir a eficiéncia do processo analitico, especialmente, quando o meétodo &
aplicado para determinacéo de residuos em matrizes complexas.

O preparo de amostra a ser empregado em um método analitico é
dependente das caracteristicas da matriz, das propriedades do analito e do nivel de
concentracdo da substancia a ser determinada. Entre os varios meétodos para

extracdo de pesticidas em matrizes complexas destaca-se o método QUEChERS (do



inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe). Este método foi introduzido
em 2003 por ANASTASSIADES et al. com o objetivo de superar limitacGes praticas
de outros métodos de extracdo multirresiduos ja existentes (PRESTES et al., 2009).

Considerando a importancia da utilizacdo do solo para producao de alimentos,
a importancia do uso de pesticidas para o controle de pragas; e a consequente
possibilidade destes contaminarem o meio ambiente e 0 homem, os objetivos deste
trabalho foram: (i) otimizar e validar um método de extracdo, utilizando o método
QUEChERS modificado e Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas sequencial (LC-MS/MS) para a determinagdo residual dos pesticidas
tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, propiconazol, fipronil e
trifloxistrobina em solo proveniente de lavoura de arroz irrigado e (ii) demonstrar a
aplicabilidade do método empregando QUEChERS modificado para determinacéo de
residuos de pesticidas em amostras de solo. O enfoque deste trabalho € o preparo
da amostra através da otimizacdo do método QUEChERS modificado para extracédo
de residuos de pesticidas, incluindo herbicidas do grupo imidazolinonas, em solo
proveniente de lavoura de arroz irrigado.

Ressalta-se que este estudo torna-se relevante devido a complexidade da
extracdo dos herbicidas do grupo imidazolinonas, ja que os métodos de extracdo
existentes até o momento consomem grande quantidade de solventes orgéanicos,
possuem varias etapas e sdo demorados, e também devido a inexisténcia de
trabalhos cientificos sobre a extracdo deste grupo de herbicidas em solos utilizando
o0 método QUEChERS modificado. Além disso, este trabalho contribui para o
desenvolvimento de um método validado empregando técnicas modernas de

extracao e determinacao de residuos de pesticidas por LC-MS/MS.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Solo

2.1.1 Conceito e definicdo de solo

Desde a antiguidade, os povos preocupam-se com a capacidade dos solos
em produzir alimentos, ja que deles depende a nossa sobrevivéncia (MEURER,
2000). O solo, que € o principal meio de crescimento das plantas, é formado através
do desgaste quimico, fisico e biolégico das rochas (MANAHAN, 2001).

Tecnicamente, o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SIBCS -
EMBRAPA) define solo como “uma cole¢do de corpos naturais, constituidos por
partes solidas, liquidas e gasosas, dinamicos, formados por materiais minerais e
organicos, que ocupam a maior parte do manto superficial das extensdes
continentais do nosso planeta, contém matéria viva e podem ser vegetados na
natureza, onde ocorrem. Ocasionalmente podem ter sido modificados por atividades
humanas” (EMBRAPA, 2007; BARCELO, 2003).

A FAO (IUSS, 2006) ampliou o conceito e definiu o solo como qualquer
material nos primeiros dois metros a partir da superficie terrestre que estd em
contato com a atmosfera, com excecado de organismos vivos, areas de gelo
continuas, ndo cobertas por outro material, e corpos de agua de profundidade
superior a dois metros.

O solo é um corpo natural, complexo e dindmico, formado na superficie da
crosta terrestre em resultado da acdo conjugada dos seus fatores de formacéao, e
que constitui um meio natural, ou modificado pelo homem, para suporte e
alimentacdo das plantas (REFFEGA, 1998). Formado por particulas minerais,
matéria organica, agua, ar e organismos Vivos, 0 solo constitui a interface entre a
geosfera, a atmosfera e a hidrosfera, alojando a maior parte da biosfera.

O solo atua na manutencdo dos processos vitais, sendo responsavel pelo
suporte fisico e armazenagem dos nutrientes para as plantas. Promove a retencao e
0 movimento da agua, suportando as cadeias alimentares. E responséavel, também,
pela ciclagem dos nutrientes, atividade e diversidade microbiana, além da
remediacao e imobilizacdo de poluentes (GRANATSTAIN & BEZDICEK, 1992).



As principais fun¢des do solo séo: sustentagédo da vida e do "habitat" para
pessoas, animais, plantas e outros organismos; producdo de alimentos;
manutencdo do ciclo da agua e dos nutrientes; protecdo da agua subterranea;
conservacao das reservas minerais e de matéria-primas; e meio para manutencao
da atividade so6cio-econémica (CETESB, 2010).

Devido a grande diversidade dos tipos de solos encontrados em climas
tropicais como os existentes no Brasil, em uma mesma regido pode ocorrer variacao
do pH, composi¢do mineral, capacidade de troca catidnica, teor de matéria organica,
dentre outros fatores, fazendo com que os solos sejam considerados matrizes
extremamente complexas (HIGARASHI, 1999).

2.1.2 Constituicdo geral do solo

O solo € um sistema constituido por trés fases: a fase solida que se divide em
matéria organica e, essencialmente, em matéria mineral, a fase liquida (solu¢cédo do
solo) e a fase gasosa (atmosfera do solo) (SANTOS, 2009).

A fase gasosa do solo, ou atmosfera do solo, é diferente da atmosfera
terrestre. A atmosfera do solo possui maior concentracao de gas carbonico (até 40%
mais), devido a respiracdo dos microrganismos e das raizes, além de possuir menos
oxigénio.

A fase liquida do solo € composta pela mistura de agua, sais minerais e
moléculas de baixo peso molecular como aminoacidos, peptideos, acucares e
substancias huimicas nela dissolvidas. A essa mistura da-se o nome de solugéo do
solo. E na solucdo do solo que também se encontram as moléculas dos pesticidas,
as quais estao sujeitas a inUmeras reacdes, segundo as propriedades da solucéo,
como potencial hidrogenidnico (pH), forca ibnica e potencial redox (Eh). Portanto, se
as moléculas possuirem propriedades fisico-quimicas que possam ser alteradas
pelo meio (solu¢do do solo), como por exemplo, grupos ionizaveis, suas atividades
sobre as plantas e seu destino no ambiente estardo na dependéncia das
propriedades das solucdes dos solos (OLIVEIRA, 2010).

A fase sdlida é constituida pela matéria mineral e pela matéria organica. Na
maioria dos solos, as particulas minerais (vindas diretamente das rochas)

predominam sobre as particulas organicas (resultado da transformacédo de restos



vegetais e animais). A matéria mineral inclui fragmentos de rochas, minerais
primarios e minerais secundarios, todos em formas e dimensfes extremamente
variaveis. O exame destes componentes dos solos mostra a ampla variagdo no

tamanho (Tabela 1) e composi¢cao quimica das particulas.

Tabela 1 - Tamanho e area superficial das particulas do solo

_ ) Diametro Area Superficial
Tipo de Particula )
(mm) (cm</g)
Cascalho >2,0 11
Areia grossa 2-0,2 34
Areia fina 0,2 - 0,05 159
Silte 0,05 - 0,002 454
Argila < 0,002 8 x 10°

Fonte: Adaptado de RADOSEVICH (1997)

A fracdo cascalho, também chamada de fragmentos de rocha, sdo pedacos
grosseiros de material de origem e aparecem como remanescentes da
intemperizacdo da rocha macica na formacdo do solo. Nas fracbes grossa e
intermediaria (areia e silte) do solo, os minerais individuais que aparecem provém
diretamente da rocha de origem, mantendo-se inalterados em sua composicao,
como por exemplo: quartzo, feldspatos, micas, piroxénios, anfibdlitos, etc. Os
componentes da fracdo argila dos solos sdo na sua quase totalidade minerais
secundarios. Minerais secundarios sdo aqueles formados a temperatura ambiente,
pela desintegracdo e alteracdo dos minerais primarios através do intemperismo. A
argila é considerada a mais importante fracdo granulométrica do solo, pois além das
propriedades fisicas, condiciona também as propriedades quimicas do solo
(OLIVEIRA, 2010).

A matéria organica do solo (MOS) engloba residuos de plantas, animais e
microrganismos em diversos estagios de decomposi¢cdo, em intima associagdo com
0S minerais do solo, sendo um componente essencial para a qualidade e
produtividade dos solos agricolas. Representa, também, a principal fonte do total de
carbono terrestre, o qual tem um papel fundamental nas funcées que a matéria

organica exerce sobre as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo



(FAVORETTO et al.,, 2008). Todas as evidéncias indicam que quanto maior a
porcentagem de carbono organico (%C) maior sera a persisténcia dos pesticidas no
solo (KAH et al., 2007).

As vantagens inerentes a presenca da matéria organica no solo sdo muitas. A
matéria organica tem um efeito direto e indireto na disponibilidade de nutrientes para
0 crescimento das plantas. Em solos ricos em matéria organica, devido a maior
densidade populacional de microrganismos ha maior mineralizacdo de nutrientes,
especialmente N, P e S. A presenca de matéria organica aumenta a capacidade
tamponante e a Capacidade de Troca de Cations (CTC) do solo. Além disso, a
matéria organica afeta a complexacdo de elementos toxicos e micronutrientes,
fundamentais em solos tropicais, na sua maioria altamente intemperizados e acidos
(OLIVEIRA, 2010).

Dentre os compostos organicos do solo destacam-se as substancias humicas,
presentes em toda a crosta terrestre, assim como em ambientes aquéticos. As
substancias humicas, ou humus, sdo macromoléculas de carater complexo,
resultantes da degradacédo quimica e biologica de residuos de animais e plantas, e
da atividade sintética de microrganismos. Basicamente, podem ser divididas de
acordo com a solubilidade em solucédo aquosa em acidos humicos, acidos fulvicos e
humina. As substancias humicas séo propensas a formacao de complexos com ions
metalicos, Oxidos hidratados, além de sofrerem interacdo com argilas minerais e
herbicidas, entre outros compostos organicos (JAVARONI et al., 1999).

O solo ndo € constituido apenas pela camada superficial de alguns
centimetros, mas também por outras camadas dispostas horizontalmente abaixo
dessa, denominada horizontes. Esses se distinguem entre si pela manifestacao
diferenciada de algumas propriedades tais como textura, cor, espessura, presenca
ou nao de carbonatos, pelos arranjos das particulas solidas e poros, distribuicdo das
raizes, entre outras. Essas propriedades caracterizam o solo e determinam seu valor
agricola (MEURER, 2000).

Um solo, apds atingir sua maturidade, apresenta a partir da superficie, o perfil
ilustrado na Figura 1. Observa-se que o perfil do solo € caracterizado por varias
zonas designadas como horizontes O, A, E, B, C e R. As espessuras de cada
horizonte sdo bastante variadas, apresentando desde centimetros até metros
(RESENDE et al., 2002; AZEVEDO & DALMOLIN, 2006).



JHorizonte O
Horizonte A

Horizomte E

Horizonte B

Horizomte C

4| |Horizomte R

Figura 1 - Perfil do solo mostrando os horizontes caracteristicos (Fonte:
CETESB, 2010)

Os horizontes sdo designados por letras e apresentam as seguintes
caracteristicas (MEURER, 2000):

- Horizonte O: horizonte organico, com matéria organica (MO) fresca ou em
decomposicao.

- Horizonte A: ha acumulo de humus (matéria organica) misturado com
material mineral. E onde ocorre a decomposi¢éo de galhos, sementes, folhas, 0ssos
e restos de animais. Geralmente apresenta coloragdo mais escura.

- Horizonte B: ha acumulo de argila, ferro, aluminio e pouca matéria organica.

- Horizonte C: ocorréncia de pedras e cascalhos que fazem parte da rocha
localizada abaixo do solo.

- Horizonte R: rocha que pode ser ou ndo a matriz a partir da qual o solo se
formou.

Além disso, o conhecimento mais detalhado dos horizontes permite identificar,

classificar e planejar o uso mais adequado do solo (MEURER, 2000).



2.1.3 Caracteristicas e propriedades do solo

O solo € um meio complexo e heterogéneo, produto de alteracdo do
remanejamento e da organizacdo do material original (rocha, sedimento ou outro
solo), sob a acdo da vida, da atmosfera e das trocas de energia que ai se
manifestam, e constituido por quantidades variaveis de minerais, matéria organica,
agua, ar e organismos vivos, incluindo plantas, bactérias, fungos, protozoarios,
invertebrados e outros animais (CETESB, 2010).

As condi¢@es climaticas sdo a principal influéncia das caracteristicas de cada
solo. No entanto, também existem outros fatores que influenciam fortemente o tipo
de solo, como a rocha-mae, o declive do terreno e 0s organismos do solo. As
diferentes combinacdes entre esses fatores dao origem a diferentes tipos de solos
com caracteristicas e propriedades extremamente variadas (SANTOS, 2009).

e Solo de textura arenosa

O solo arenoso possui teor de areia superior a 70%, tém boa aeragéo e pouca
umidade o que leva a plantas e microrganismos viverem com mais dificuldade.
Também possui argila e outros componentes em menor percentagem, mas como
tem boa aeracdo nao retém agua. Esse solo é permedvel e os gréos de areia sédo
maiores e tem mais espaco entre si, facilitando a passagem de agua.

e Solo de textura argilosa

Os solos argilosos ndo sdo tdo aerados, mas armazenam mais agua.
Possuem um teor de argila entre 35 e 60% e sdo menos permeaveis a adgua que fica
armazenada por passar mais lentamente. A maior parte dos solos com texturas
argilosas apresenta alto potencial para adsorver o0s pesticidas, uma vez que
possuem grande area superficial. Além disso, solos argilosos lixiviam menos que
solos arenosos, devido principalmente a caracteristicas edaficas e maior capacidade
de retencéo de agua.

e Solo de textura média

Os solos de textura média sé&o solos que apresentam certo equilibrio entre os
teores de areia, silte e argila e apresentam, normalmente, boa drenagem, boa
capacidade de retencdo de agua e indice médio de erodibilidade. Portanto, ndo
necessitam de cuidados especiais, adequando-se a todos os métodos de irrigacdo
(SANTOS, 2009).



e Solo de textura siltosa

Os solos siltosos possuem grande quantidade de silte, e geralmente sao
muito erodiveis. Sao solos que apresentam predominantemente a fracdo silte, com
menos de 15% de argila e menos de 35% de areia. O silte ndo se agrega como a
argila e ao mesmo tempo suas particulas sdo muito pequenas e leves (SANTOS,
2009).

e Solo humifero

O solo humifero apresenta uma quantidade maior de hiumus em relacao aos
outros. E um solo geralmente fértil, ou seja, um solo onde os vegetais encontram
melhores condi¢des para se desenvolverem. Possuem cerca de 10% de humus em
relacdo ao total de particulas solidas. A presenca de humus d& uma coloracdo, em
geral, escura, que contribui para sua capacidade de reter 4gua e sais minerais e
aumenta sua porosidade e aeracdo (SANTOS, 2009).

e Solo calcario

A guantidade de calcario nesse tipo de solo € maior que nos outros. Desse
tipo de solo é retirado um pé branco ou amarelado, que pode ser utilizado na
fertilizacdo de solos destinados a agricultura e pecuaria. Esse solo também fornece
a matéria-prima para a fabricacao de cal e do cimento.

As propriedades quimicas dos solos (pH, teor de nutrientes, capacidade de
troca ibnica, condutividade elétrica e matéria organica) sdo, ao lado da atividade
biolégica, responsaveis pelos principais mecanismos de atenuacao de poluentes
nesse meio (KAH et al., 2007). Entre estes, podem ser destacadas a adsorcédo, a
fixacdo quimica, precipitagdo, oxidacdo e a neutralizagdo que, invariavelmente
ocorrem no solo e através do manejo de suas propriedades, podem ser
incrementados.

Muitas das funcbes que o solo desempenha no ambiente ndo seriam
possiveis sem suas propriedades quimicas. A principal propriedade quimica do solo
€ a Capacidade de Troca de Cétions (CTC), que é a medida da quantidade de
cargas elétricas no solo e que determina a capacidade que o solo tem de trocar
cations. Esta é uma propriedade importante do solo, pois funciona como um
reservatorio de nutrientes, evitando que os mesmos sejam lixiviados durante e ap6s
uma chuva. De modo grosseiro, podemos assumir que quanto mais argiloso o solo
guanto maior o conteldo de matéria organica e quanto maior o pH, maior sera a

CTC. No solo, ha uma grande presenca de cargas elétricas positivas e negativas,
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originadas dos componentes do solo, tanto dos minerais quanto da matéria orgéanica.
A fracdo argila e outras fragbes como silte, por exemplo, em menor quantidade,
podem apresentar essas duas cargas (RESENDE et al., 2002; AZEVEDO &
DALMOLIN, 2006).

Alguns dos solos apresentam 0 numero de cargas negativas maiores que o
namero de cargas positivas e sdo conhecidos como solos eletronegativos. Essas
cargas negativas, que se encontram na superficie dos minerais de argila e da
matéria organica, sdo capazes de adsorver fons com cargas opostas: Ca**, Mg**, K,
H*, etc. Desta maneira, se estabelece uma interacéo entre a fase soélida do solo e os
cations provenientes da solucdo do solo, que ficam aderidos as superficies sélidas

do solo.

2.1.4 Solos de varzea

Segundo KLAMT et al. (1985), os solos de varzea sédo aqueles encontrados
nas planicies adjacentes aos rios e lagos onde se desenvolveram sobre sedimentos.
Como estes sedimentos apresentam grande heterogeneidade quanto a composicao
granulométrica e mineraldgica, os solos deles desenvolvidos apresentam grande
variacdo de caracteristicas de um local para outro, as quais se refletem na aptidao
de uso dos mesmos.

Os solos cultivados com arroz irrigado na Regido Subtropical do Brasil,
especificamente nos Estados do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) séao
encontrados, principalmente, nos ecossistemas de varzeas (solos de varzea)
formados por planicies de rios, lagoas e lagunas, apresentando uma caracteristica
comum: a formacdo em condicbes variadas de deficiéncia de drenagem
(hidromorfismo). O RS possui mais de 6 milhdes de hectares de solos de varzea dos
guais aproximadamente um milhdo é cultivado anualmente com a cultura do arroz
irrigado (EMBRAPA, 2007).

Os solos cultivados com arroz irrigado no RS e SC apresentam drenagem
naturalmente deficiente, decorrente de densidade elevada, baixa porosidade total,
alta relagdo micro/macroporos, presenca de camada subsuperficial com baixa
permeabilidade e do relevo plano a suave ondulado. Parte destas condi¢cbes é
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acentuada pelo preparo do solo realizado em condicdes de umidade excessiva
(EMBRAPA, 2007).

De acordo com o levantamento “Fertilidade dos Solos Cultivados com Arroz
Irrigado no Rio Grande do Sul” (ANGHINONI et al., 2004), ha uma predominancia
absoluta (84,5%) de solos com pH < 5,5 nas regifes arrozeiras do RS, sendo que
47,5% desses solos apresentam teores baixos de célcio trocavel (< 2,0 cmolc L),
enquanto que os teores de magnésio trocavel sdo altos em 45,9% das areas.
Segundo o mesmo levantamento, 96,5% dos solos das regides arrozeiras do Estado
apresentam teor de argila menor que 25%, indicando uma predominéancia de solos
mais arenosos, sendo esse baixo teor de argila acompanhado por baixo teor de
matéria organica, predominando em 77,5% das areas cultivadas com arroz irrigado
teores menores ou iguais a 2,5% de matéria organica. A maioria dos solos
amostrados (54,6%) nas regifes arrozeiras apresentou teores de fosforo disponivel
acima do teor de suficiéncia (6,0 mg L™), enquanto que com relacdo ao potassio,
aproximadamente metade dos solos amostrados (49,5%) € deficiente nesse
nutriente.

As principais classes em que estéo incluidos os solos cultivados com arroz na
Regido subtropical, de acordo com o novo Sistema Brasileiro de Classificagdo de
Solos (EMBRAPA, 2007; RESENDE et al., 2002; AZEVEDO & DALMOLIN, 2006)
sdo: Planossolos (antigos Planossolos e Solonetz Solodizado), Gleissolos (antigos
Glei Himico e Pouco Humico, Hidromérficos Cinzentos e Solonchaks), Chernossolos
(antigos Brunizém), Plintossolos, Vertissolos, Neossolos Fluvicos e Neossolos
Quartzarénicos Hidromorficos (antigos Solos Aluviais e Areias Quartzosas
Hidromorficas, respectivamente), Organossolos (antigos Solos Organicos) e
Espodossolos (antigos Podzéis). Nos patamares mais elevados das areas de
varzea, podem ocorrer solos ndo-hidromérficos de drenagem imperfeita/moderada
até boa, incluidos nas classes Argissolos, Alissolos e Luvissolos, desmembradas
dos antigos Podzdlicos, além de Chernossolos, Cambissolos e Neossolos

Quartzarénicos Orticos (Areias Quartzosas).
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2.2 Pesticidas

2.2.1 Definicao

Os termos agrotoxicos, defensivos agricolas, praguicidas, pesticidas e até
biocidas sdo denominac¢des dadas as substancias quimicas, naturais ou sintéticas,
destinadas ao controle de pragas e doencas de plantas.

No Brasil, a Lei Federal n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo
Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002, define pesticidas e afins como “produtos
e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento” (BRASIL, 2002).

De acordo com o Codex Alimentarius, pesticida € definido como sendo “toda e
qualquer substancia utilizada com o propdsito de prevenir, destruir, atrair, repelir ou
controlar qualquer peste, incluindo espécies indesejaveis de plantas, insetos ou
animais, durante as etapas de producdo, armazenamento, transporte, distribuicdo e
processamento do alimento ou ragao animal” (FAO, 2005).

Para BAIRD (2002), pesticidas sdo substancias que podem matar diretamente
um organismo indesejavel ou controla-lo de alguma maneira (por exemplo,
interferindo em seu processo reprodutivo). Segundo ROCHA (2009), pesticidas séao
todas as substancias de origem natural ou sintética utilizada no controle e/ou
eliminacao/diminuicdo de pragas (insetos, ervas daninhas, etc.), as quais causam
prejuizos na producado de alimentos ou transferem enfermidades aos seres humanos
e a outros organismos.

Neste estudo, adotou-se a denominagao “pesticida” seguindo a tendéncia

internacional empregada em publicacdes da area.
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2.2.2 Classificacéo

Os pesticidas podem ser classificados de diferentes maneiras, podendo ser
de acordo com o emprego (inseticida, fungicida, herbicidas, entre outros), modo de
acdo (sistémicos ou de contato), estrutura quimica (piretroides, organofosforados,
organoclorados, entre outros), persisténcia e toxicidade.

A principal classificacdo é quanto ao seu emprego: inseticidas (combatem os
insetos), herbicidas (combatem as plantas daninhas), fungicidas (combatem os
fungos), acaricidas (combatem os &caros), moluscocidas (combatem os moluscos),
rodenticidas (combatem os roedores), bactericidas (combatem as bactérias) entre
outros (BAIRD, 2002).

Quanto ao modo de acdo, destacam-se 0s pesticidas de contato e 0s
sistémicos. Os pesticidas de contato ou ndo sistémicos, também chamados de
protetores, sado aplicados externamente, antes ou depois da colheita, e saem com
uma boa lavagem. Estes pesticidas ndo penetram no tecido vegetal e,
consequentemente, ndo sdo translocados ou transportados dentro do sistema
vascular das plantas. Os primeiros inseticidas, herbicidas e fungicidas pertenciam a
esse grupo, e tiveram como desvantagem o fato de serem susceptiveis aos efeitos
do clima (vento, chuva, sol), deixando a planta desprotegida contra o ataque de
pragas. Os sistémicos sdo aplicados durante a germinacédo, entram para o sistema
vascular da planta e contaminam a polpa do alimento. O carater sistémico foi
introduzido nos agrotéxicos que vieram apés 1940. Estes penetram na cuticula da
planta sendo transportados pelo seu sistema vascular. Sdo pouco afetados pelo
clima e conferem imunidade em todo o crescimento da nova planta (SILVA & FAY,
2004).

Do ponto de vista da composicdo quimica, os pesticidas possuem uma
enorme diversidade estrutural, mas muitos apresentam alguma caracteristica em
comum, sendo assim, classificados dentro de um mesmo grupo. Os grupos mais
conhecidos séo representados pelos organofosforados, organoclorados, carbamatos
e piretroides. Estes nomes estéo relacionados com as caracteristicas estruturais dos
compostos, ou seja, com a natureza dos elementos quimicos presentes em sua
composicdo, além da maneira como tais elementos estdo ligados entre si
(BARBOSA, 2004).
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Os pesticidas também podem ser classificados de acordo com a persisténcia.
Essa classificacdo se d4 em funcdo do tempo de meia vida dos compostos. O tempo
de meia vida é o tempo necessario, apos a aplicacdo, para que a sua eficacia seja
reduzida a metade. Aqueles com tempos de meia vida de até 90 dias, séo
classificados como de persisténcia curta; de 91 a 180 dias, persisténcia média;
tempos maiores que 180 dias, persisténcia longa (SANCHES, 2003; ANVISA, 2005).

A classificacdo quanto a toxicidade € fundamental para o conhecimento da
toxicidade aguda ou crbnica dos pesticidas, os quais, por sua propria natureza, sdo
compostos potencialmente perigosos para a saude humana. Entretanto, esse perigo
varia muito de um composto para outro, assim como os efeitos que eles, ou qualquer
substancia quimica, podem causar em organismos Vivos, incluindo o homem
(BARBOSA, 2004).

Uma medida frequentemente empregada para avaliar a toxicidade aguda dos
pesticidas e outras substancias quimicas € a Dose Letal 50% (DLso). A DLso
representa a quantidade (dose Unica) da substancia necessaria para matar 50% dos
animais testados nas condi¢cdes experimentais utilizadas (BARBOSA, 2004). A
legislacéo brasileira obriga as formulac¢des de pesticidas a apresentarem no rétulo, a
cor correspondente a classe de sua toxicidade, conforme demonstrado na Tabela 2
para alertar sobre o perigo desta formulacido (BRASIL, 2002).

Tabela 2 - Classificacao toxicolégica dos pesticidas

Classe | Rotulo Vermelho — Extremamente toxico *DLso = 0-50 mg kg™
Classe II Rétulo Amarelo — Altamente toxico *DLso = 50-500 mg kg™
Classe Il Rétulo Azul — Medianamente téxico ~ *DLso=500-5000 mg kg *
Classe IV Rétulo Verde — Pouco téxico *DLso > 5000 mg kg™

*DLsg quantidade de uma determinada substéncia que é necessaria ingerir ou administrar para
provocar a morte a pelo menos 50% da populagédo em estudo

Esta classificacdo garante a interpretacdo direta do grau de perigo dos
pesticidas a saude humana, facilitando ao agricultor e principalmente ao individuo,
identificar a dimens&o do risco na utilizagéo destes produtos. E importante ressaltar
gue dentre as substancias da Classe | encontram-se aquelas comprovadamente

carcinogénicas e mutagénicas (LEVIGARD, 2001).
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O risco potencial que os pesticidas oferecem ao homem através da
alimentacdo, devido a uma exposicado crbnica diaria, determinou a exigéncia de
Limites Maximos de Residuos (LMR) que consiste na concentragdo maxima de
pesticidas legalmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicacdo adequada
numa fase especifica, desde sua producdo até o consumo. E expressa em
miligramas de residuos por quilograma de alimento (mg kg™) (ANVISA, 2006). Os
LMR’s sao estabelecidos para diferentes combinagdes de cultura e pesticida. Em
funcdo disto, varios paises possuem programas de monitoramento dos niveis de
residuos de pesticidas, a fim de garantir a seguranca alimentar e ambiental
(STEPAN et al., 2005).

2.2.3 Histoérico e Consumo

Ha mais de 2 mil anos os agricultores utilizavam substancias para prevenir 0s
danos causados por pragas. A qualidade da producado agricola sempre foi e ainda é
intensamente afetada pelo aparecimento de formas de vida indesejaveis, tais como
insetos e plantas daninhas. Desta forma, torna-se necesséria a utilizacdo de
agrotoxicos ou pesticidas de diversas classes quimicas.

Um dos primeiros recursos utilizados foi o enxofre. No século XV, outras
substancias toxicas, como arsénio, mercurio e chumbo, foram incorporados no
combate as pragas. J& no século XVII, o sulfato de nicotina, extraido das folhas de
tabaco, também passou a ser adotado como arma contra insetos (JONATAN, 1989;
ANVISA, 2006).

No Brasil, a introducéo de pesticidas organossintéticos teve inicio em 1943,
guando chegaram as primeiras amostras do inseticida DDT (SPADOTTO et al.,
2004). Em 1998, o consumo no Brasil foi cerca de 307 mil toneladas de produtos
comerciais, formulados com cerca de 250 ingredientes ativos. No periodo de 1964 a
1998, a area com culturas agricolas aumentou 78% enquanto que o aumento no
consumo de pesticidas foi de 700%, no mesmo periodo (SPADOTTO et al., 2004).

A utilizacdo de defensivos agricolas vem crescendo a cada ano. A demanda
das principais culturas chegou a 160 mil toneladas em 2003, o que colocou o Brasil
em oitavo lugar no mundo, com um crescimento médio de 11,4% ao ano, em

comparacdo com um aumento de 1 a 2% ao ano nos paises desenvolvidos. Em
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2007, o Brasil ficou em segundo lugar, atras apenas dos Estados Unidos. Em 2008,
o Brasil assumiu a lideranca mundial no consumo de pesticidas. S6 o mercado de
pesticidas movimentou mais de US$ 7 bilhdes. As vendas de pesticidas acumuladas
até o més de fevereiro de 2009 totalizaram R$ 1,403 bilhdo, com reducdo de 13%
em comparacao ao mesmo periodo de 2008 (SINDAG, 2010).

No Sul e no Sudeste, as lavouras que se destacam no consumo de pesticidas
sdo a soja, cana-de-acucar, milho, café, citros, arroz irrigado e algodado. Nessas
lavouras, o volume aplicado por hectare é relativamente baixo, mas o consumo
global é extremamente elevado. H& também o grupo das culturas menos
expressivas em area plantada, mas que empregam doses altissimas de pesticidas
por hectare, como o fumo, batata, tomate, uva, morango e outras espécies de frutas
e hortalicas (BRASIL, 2000). A categoria de pesticida mais utilizada no Brasil sdo os
herbicidas seguidos pelos inseticidas e fungicidas (SINDAG, 2010). Na Figura 2, é
apresentado o total de vendas de pesticidas no Brasil, no periodo de janeiro a julho
de 2010 (milhdes US$).

Yendas - Classes - Jan/Jul 2010 - USS Milhdes
Araricidas
UsSs37

1,5%

Qufos
UEE118
4 B%

Herbicidas
USE 927
37,89

Inseficidas
IS5 850
28 2%

Fungicidas
USS 675
27 6%

Figura 2 - Vendas de pesticidas no Brasil, no periodo de janeiro a julho de 2010
(milhdes US$). Fonte: SINDAG, 2010
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2.2.4 Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas

A principal estratégia no combate e prevencédo de pragas agricolas tem sido o
intenso uso de pesticidas. Segundo PRIMEL et al. (2005), as propriedades fisico-
quimicas dos pesticidas sdo importantes parametros que podem ser avaliados para
estabelecer um conhecimento prévio sobre o seu potencial de risco como
contaminante no meio ambiente.

As principais propriedades fisico-quimicas dos pesticidas relacionadas com o
seu comportamento sdo as seguintes: solubilidade em agua (S), coeficiente de
adsorcdo (Kp e Kqc), coeficiente de particdo octanol-dgua (Kow), constante de
equilibrio de ionizacédo acida (pK,), constante da lei de Henry (Ky), reatividade ou
meia-vida (t12) no solo e na 4gua (CABRERA et al., 2008).

A estrutura molecular de cada pesticida determina, pelo menos parcialmente,
0 grau com que ele ir4 interagir no ambiente. A presenca de grupos funcionais
contendo oxigénio, nitrogénio e enxofre tendem a tornar oS compostos organicos
mais reativos, tanto quimica quanto biologicamente, mais sollveis em agua e menos
volateis quando comparados aos hidrocarbonetos com o mesmo numero de
carbonos. A presenca de halogénios também torna o composto menos sollvel em
agua, mais volati e normalmente menos reativo tornando o0 mais estavel
ambientalmente (SILVA & FAY, 2004).

A solubilidade em agua € uma propriedade importante para 0S processos
ambientais, pois atuam no comportamento, transporte e destino desses compostos,
indicando a tendéncia do pesticida em ser carreado superficialmente no solo
atingindo aguas superficiais. No entanto este ndo é o Unico parametro para prever a
percolacdo, devendo ser analisado em conjunto com outras propriedades (SILVA &
FAY, 2004).

O pKa indica o valor do pH em que as moléculas se encontram 50%
associadas e 50% dissociadas a um proton (H*). Os valores do produto da constante
de dissociacdo (pKa,) tem efeito sobre a solubilidade do pesticida, e através do pK,
do pesticida e do pH do solo, é possivel prever a forma predominante (ionizavel ou
molecular) de um pesticida acido, e a mesma relacdo pode ser obtida usando pKy
para pesticidas alcalinos (BARCELO & HENNION, 2003).

Com o coeficiente de adsorcdo (Ko.) € possivel prever a tendéncia do

pesticida a ficar adsorvido na matéria organica no solo. Moléculas altamente
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soluveis tendem apresentar valores de K, relativamente baixos (menores que 150
cm® g?), podendo ser mais rapidamente biodegradaveis no solo e na &gua
(BARCELO & HENNION, 2003).

A constante da Lei de Henry (Ky), também chamada de coeficiente de
particAo ambiental ar-agua, juntamente com a pressdao de vapor (PV) mostra a
tendéncia do pesticida a volatilizar ou permanecer na fase aquosa. Para algumas
moléculas, dependendo do valor da presséo de vapor e/ou valor da solubilidade em
agua, o Ky dificilmente pode ser medido (SILVA & FAY, 2004).

O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) relaciona as propriedades
hidrofilicas e lipofilicas, demonstrando a tendéncia a bioconcentracdo destes
compostos, sendo um fator importante na avaliagcdo de riscos, pois em conjunto com
os dados de degradacdo, o potencial de acumulacdo pode ser usado na
identificacdo dos pesticidas que podem ser transportados via cadeia alimentar
(BARCELO & HENNION, 2003).

O tempo de meia vida (t12) € um critério usado para determinar os efeitos
ambientais relacionados a volatilizacdo, potencial de lixiviagdo e caracteristicas de
degradacdo de varios compostos quimicos (SILVA & FAY, 2004). E util para a
comparacdo da persisténcia relativa de diferentes pesticidas no ambiente e é
importante para o entendimento do potencial de impacto no solo e na agua
(CABRERA et al., 2008).

2.2.5 Impacto ambiental dos pesticidas

Os efeitos ocasionados por um pesticida para 0 meio ambiente dependem
intrinsicamente da sua ecotoxicidade a organismos terrestres e aquaticos. Além
disso, dependem diretamente das concentracbes atingidas nos diferentes
compartimentos ambientais (solo, agua, planta e atmosfera) que, por sua vez,
dependem do modo e das condicbes de aplicacdo, das propriedades fisico-
quimicas, da quantidade ou dose usada, das condicbes ambientais e do
comportamento e destino do pesticida no meio ambiente (SPADOTTO et al., 2004).

Os pesticidas podem alcancar os corpos de agua diretamente em aplicacdes
para controle de plantas aquaticas e mosquitos, ou indiretamente pela drenagem de

terras agricolas, permeacéao através do solo, em residuos de producdo de pesticidas



19

e residuos municipais (fungicidas e bactericidas) (BIZIUK et al., 1996). Como estes
compostos sdo aplicados no campo mediante pulverizadores, bombas e avides, na
forma de spray, a influéncia dos ventos ndo pode ser evitada, e eles sdo entdo
dispersos no ambiente, podendo também atingir as aguas superficiais.

O aumento de eficacia dos compostos é de grande importancia, pois a
quantidade de produtos quimicos lancados no meio ambiente pode ser reduzida. O
gue nao significa, necessariamente, que o impacto ambiental seja menor, pois se
deve levar em conta também a ecotoxicidade destes compostos e o0 seu impacto em
organismos nao-alvo.

No entanto, o uso indiscriminado dos pesticidas tem feito com que sejam
detectados residuos destes no meio ambiente, em todos os compartimentos
ambientais (ar, agua e solo) e em todas as regifes geograficas incluindo aquelas
mais distantes de sua liberacdo original, como oceanos, desertos e zonas polares
(BAIRD, 2002). Estima-se que aproximadamente 700 mil toneladas de pesticidas
sejam lancadas, anualmente, no meio ambiente (BARBOSA, 2004).

Depois da aplicacdo de um pesticida, varios processos fisicos, quimicos,
fisico-quimicos e biolégicos determinam seu comportamento. O destino dos
pesticidas no meio ambiente é governado por processos de retencdo (sorcao,
absorcdo), de transformacdo (degradacdo quimica e biologica) e de transporte
(deriva, volatilizacao, lixiviagdo e carreamento superficial), e por interacdes destes
processos. Além da variedade de processos envolvidos na determinacéo do destino
ambiental dos pesticidas, diferencas nas estruturas e propriedades das substancias
quimicas, e nas caracteristicas e condicdes ambientais, podem afetar estes
processos (SPADOTTO et al., 2004).

Quando aplicados diretamente no solo, os pesticidas podem ser degradados
por vias quimicas, fotolise ou acdo de microorganismos. Entretanto, as moléculas
com alta persisténcia (baixa taxa de degradacdo) podem permanecer no ambiente
sem sofrer alteracdo. Essas moléculas podem ser adsorvidas nas particulas do solo,
dessorvidas a partir dessas mesmas particulas, sofrer lixiviacdo (lavagem do solo
pela agua da chuva) e atingir os leng¢ois subterraneos ou, ainda, serem levadas para
aguas superficiais. Nos ambientes aquaticos, os pesticidas podem sofrer adsorcao
(ligar-se ao sedimento por interagcdes quimicas e fisicas) ou dessorcdo das
particulas de sedimento. No ar, as moléculas na forma de gas ou de vapor podem



20

ser transportadas por muitos quildmetros, atingindo areas muito distantes da regido
de aplicacdo (SANCHES, 2003).

Considerando os processos de transporte entre compartimentos ambientais,
com 0s quais os pesticidas estdo relacionados depois de aplicados em areas
agricolas, a lixiviacdo e o escoamento superficial merecem destaque. O escoamento
superficial favorece a contaminagéo das aguas superficiais, com os pesticidas sendo
levados adsorvidos as particulas do solo erodido ou em solucdo na agua. A
lixiviacdo dos pesticidas através do solo tende a resultar em contaminacdo das
dguas subterrdneas e neste caso, as substancias quimicas sdo carreadas
juntamente com a agua que alimenta os lencaéis freéticos, subterraneos e superficiais
(SPADOTTO et al., 2004).

Alguns pesticidas dissipam-se rapidamente no solo e esse processo €
denominado mineralizacdo, pois resulta da transformacéo do produto em composto
mais simples, como H,O, CO, e NH3. Embora parte desse processo seja ocasionada
por reacdes quimicas, como a hidrolise e a fotdlise, o catabolismo microbiol6gico e o
metabolismo sdo, geralmente, o0s principais meios de mineralizacdo. Os
microorganismos do solo utilizam o pesticida como fonte de carbono e outros
nutrientes. Algumas moléculas sdo moderadamente persistentes e seus residuos
podem permanecer no solo durante um ano inteiro, outras podem persistir por mais
tempo (SPADOTTO et al., 2004).

2.2.6 Rotas de degradacéo e dissipacao de pesticidas no solo

O solo é um sistema aberto e dinAmico no qual os seus constituintes podem,
constantemente, movimentar-se ou sofrer transformacao fisica, quimica e biologica.
Nos ultimos anos, observa-se maior preocupacdo quanto a contaminacdo do
ambiente e a utilizagéo racional dos solos e recursos hidricos. As praticas agricolas,
entretanto, sdo responsaveis por grande parte da degradacdo desses recursos.
Outro fator relevante é que 60 a 70% do total dos pesticidas aplicados nos campos
agricolas nao atingem a superficie alvo de interesse e acabam alcancando direta ou
indiretamente o solo, o qual atua como o principal receptor e acumulador desses
compostos (SILVA et al., 2007).
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Ao atingirem o solo, inicia-se o processo de redistribuicdo e degradacéo dos
pesticidas aplicados, o qual pode ser extremamente curto, CoOmo 0 que ocorre para
algumas moléculas simples e ndo-persistentes, ou perdurar por meses ou anos para
compostos altamente persistentes (SILVA et al., 2007).

Na Figura 3 sdo apresentados, esquematicamente, 0S principais processos
gue atuam na movimentacdo e na degradacéo de pesticidas na natureza, ilustrando

0S meios mais provaveis onde esses compostos podem ser encontrados.
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Figura 3 - Principais rotas de transporte e degradacao de pesticidas no meio
ambiente (Adaptado de JARDIM et al., 2009)

Segundo MULLER et al. (2007), as principais rotas de degradacéo e/ou
dissipacéo dos pesticidas no solo séo:

Degradacdo microbioldgica: A degradacdo microbiologica é talvez o método
singular mais importante de remocéo de pesticidas do solo, pois a presenca de
certos grupos polarizados nas moléculas dos pesticidas proporciona pontos de
ataque ao organismo, tais como OH, NHR, COOR e NR (SANTOS, 2009). Os
maiores grupos de microrganismos do solo sédo os actinomicetes, fungos e bactérias.
A caracteristica mais importante dos sistemas de degradacao por microrganismos é

serem redutivos.
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Degradacéo pela luz solar: A radiagao solar na faixa do ultravioleta (290-450
nm) contém energia suficiente para causar transformacdes quimicas dos pesticidas,
as quais podem levar a sua inativacdo. Um dos fatores mais importantes que
afetam a degradacdo dos pesticidas pela luz solar é a presenca de
fotossensibilizadores. Quatro tipos bésicos de reacdes fotoquimicas podem ocorrer
quando pesticidas aromaticos sdo expostos a radiacdo ultravioleta. S&o elas:
substituicdo no anel, hidrélise (em solucdo aquosa), oxidacdo e polimerizacdo. A
reacao de substituicho mais comum no anel para clorados aroméaticos é a troca do
cloro do anel por um grupo hidroxila (GONCALVES, 2007).

Lixiviacdo: o movimento dos pesticidas através do solo, causado pela agua,
pode ser dividido em dois componentes distintos: movimento lateral dos pesticidas
na superficie do solo e movimento de penetracdo dos pesticidas com a agua
drenada. A tendéncia dos pesticidas a lixiviacdo dos solos é diretamente relacionada
com seu potencial de adsorcao, pois moléculas que tém forte interacdo dificilmente
se submetem ao sentido descendente do perfil. A movimentacdo da agua podera
favorecer a lixiviacdo, que se realiza com maior rapidez em solo arenoso com
quantidade reduzida de argila e matéria organica (SANTOS, 2009).

Sorcéo e Dessorcao de pesticidas no solo: Grande parte dos processos e
reacoes que ditam o destino de pesticidas no ambiente, como lixiviagao, retencao e
degradacdo, inicia-se na solucdo do solo. Dentre as reacbes que determinam esta
disponibilidade, a dessorcao € de fundamental importancia. A sorcdo avalia o efeito
das interacdes entre os pesticidas, 0 solo e agua, e a mobilidade ou imobilidade do
pesticida nesta fase sélida do solo (ZHU & SELIM, 2000; BARIZON et al., 2005;
MULLER et al., 2007). As taxas de degradacéo, volatilizacao, hidrolise e fotolise séo
diretamente dependentes dos processos de sor¢do e finalmente determinam a
concentracdo do pesticida na solucdo do solo. A sor¢do € considerada como sendo
um dos principais processos que afetam a interacdo que ocorre entre o0 pesticida e a
fase sélida do solo. Os principais constituintes que representam a fase sélida no solo
sdo: argila, minerais, matéria organica, oxidos e hidroxidos de aluminio e de ferro e
silica (GONCALVES, 2007).

Volatilizacao: € o processo pelo qual o pesticida presente na solugéo do solo
passa para a forma de vapor, podendo se perder para a atmosfera por evaporagao
(SILVA et al., 2007). Quanto menor a volatilidade, e quanto menor pressao de vapor,

menor sera a evaporacao dos pesticidas e menores as perdas. Evidéncias mostram



23

que, mesmo pesticidas considerados ndo-volateis, quando expostos a atmosfera por
longos periodos de tempo, podem volatilizar. A volatilidade dos pesticidas no solo é
muito variavel, assim como sua tendéncia a perda para a atmosfera, em alguns
casos 0 pesticida é selecionado por sua pressdo de vapor muito elevada que
permite sua penetragcdo nos poros do solo, para atingir os organismos (SANTOS,
2009).

O entendimento dos processos do comportamento e destino de pesticidas no
ambiente € essencial para direcionar planos de monitoramento dos riscos
ambientais. A variedade de pesticidas usados representa muitas classes de
substancias quimicas orgéanicas e os tipos de interacdo desses compostos com
diferentes componentes do ambiente sdo enormes (SPADOTTO et al., 2004).

2.2.7 Pesticidas selecionados para o estudo

Dentre os principais pesticidas empregados em larga escala na orizicultura
brasileira, optou-se por desenvolver um método para determinar residuos de
clomazona, fipronil, imazapique, imazetapir, propiconazol, tiametoxam e
trifloxistrobina em solo proveniente de lavoura de arroz irrigado. A escolha baseou-
se, principalmente, no intenso emprego destes na regido central do estado do RS,
grande produtora de arroz irrigado.

As caracteristicas dos compostos abaixo foram obtidas no The e-Pesticide
Manual (TOMLIN, 2003) e na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2010). A Tabela 3 apresenta as propriedades fisico-quimicas dos pesticidas

selecionados para este estudo.
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Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas selecionados para este

estudo
o Solubilidade em Presséo de Vapor
Pesticida PKa log Kow . 1
agua (mg L™) (mPa)
Clomazona - 2,5 1100 19,2 (25 °C)
1,9 (pH5
Fipronil - 4,0 (PH 5) 3,7 x 10™ (25 °C)
2,4 (pH9)
Imazapique 2,0e 3,6 0,393 2150 <1 x 10 (60 °C)
1,04 (pH 5)
Imazetapir 2,1e3,9 1,49 (pH 7) 1400 <0,013 (60 °C)
1,20 (pH 9)
Propiconazol 1,09 3,72 (pH 6,6) 100 5,6 x 102 (25 °C)
Tiametoxam - -0,13 4100 6,6 x 10 (25 °C)
Trifloxistrobina - 4,5 0,61 3,4 x 102 (25 °C)

Onde: pK, = constante de ioniza¢éo acida, K., = coeficiente de particdo octanol-agua
Fonte: TOMLIN, 2003

2.2.7.1 Clomazona

Cl

Figura 4 - Férmula estrutural do clomazona

Classe: herbicida

Grupo quimico: isoxazolidinona

Nome quimico (IUPAC): 2-[(2-clorobenzil)]-4,4-dimetil-1,2-oxazolidin-3-on
Numero no CAS: 81777-89-1

ANEANEE NN
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Formula molecular: C,,H,,CINO,

Massa molar: 239,7 g mol™

Classe toxicoldgica: Ill, medianamente toxico

D N N NN

Nomes comerciais: Gamit®, Commence®

O clomazona é um herbicida pré-emergente, ndo-idnico e altamente soltvel
em agua. Sua atividade é influenciada pelas caracteristicas do solo, incluindo
quantidade de matéria organica e argila. O herbicida clomazona, da familia das
isoxazolidinonas, € um dos herbicidas mais utilizados na cultura do arroz irrigado no
estado do RS. No Brasil, também ¢é utilizado para culturas de soja, cana-de-agUcar e
fumo.

A meia vida de dissipacdo no campo, determinado por estudos em campo
com diferentes tipos de solo variou de 4 a 12 semanas. As propriedades fisico-
quimicas do clomazona o indicam como um contaminante em potencial de aguas
subterraneas (ZANELLA et al., 2002).

2.2.7.2 Fipronil
Cl
N < CN
F.C N . .0
S
Cl NH, \CF

3

Figura 5 - Férmula estrutural do fipronil

v Classe: inseticida, formicida e cupinicida

v" Grupo quimico: pirazol

<

Nome quimico (IUPAC): 5-amino-1-(2,6-dicloro-a.,o,a-trifluoro-p-tolil)-4-
trifluorometilsulfinilpirazole-3-carbonitrila

Numero no CAS: 120068-37-3

Formula molecular: C12H4CFeN4OS

Massa molar: 437,2 g mol™

Classe toxicoldgica: I, altamente tdxico

AN N NN

Nomes comerciais: Klap®, Regent®, Standak®
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O pesticida fipronil € um inseticida de contato, descoberto e desenvolvido por
Rhone-Poulenc entre 1985 e 1987 e colocado no mercado em 1993. E aplicado no
solo em culturas de batata, cana-de-acucar e milho, em folhas nas culturas de
algodao, arroz, cana-de-acucar, milho e soja, em sementes de arroz, cevada, soja e
feijdo e na agua para irrigacdo de arroz. Fipronil é altamente efetivo, de amplo
espectro com recomendagdes de uso agricola, saneante, ndo agricola e preservante
de madeira, no controle de pulgas e carrapatos em animais e domesticamente
contra baratas e formigas. Pode ser aplicado desde doses muito baixas até muito
altas para controle efetivo das pestes (PESTICIDE ACTION NETWORK, 2009). Ele
é efetivo contra insetos resistentes ou tolerantes a outras familias de inseticidas
como os organofosforados, piretréides, carbamatos e ciclodienos (RAVETON et al.,
2006). E principalmente usado contra os insetos do solo e no cultivo de arroz
irrigado é aplicado para controle da bicheira-da-raiz (ANVISA, 2006).

O fipronil sofre lenta degradacdo em &gua e sedimentos em condi¢cdes
anaerdbias, com tempo de meia-vida variando entre 116 e 130 dias. E estavel a
hidrolise em pH moderadamente acido a neutro. Em condicbes aerdbicas degrada-
se lentamente mediante oxidacdo, reducdo e hidrélise. Quando exposto a luz, o
composto sofre fotodegradacédo e sua meia-vida é de 3,6 h em agua e 34 dias em

solo argiloso.

2.2.7.3 Imazapique
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Figura 6 - Férmula estrutural do imazapique

v" Classe: herbicida

v" Grupo quimico: imidazolinona
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v" Nome quimico (IUPAC): (RS)-5-metil-2-(4-isopropil-4-metil-5-0x0-1H-imidazol-
2-il) &cido nicotinico

Numero no CAS: 81334-60-3

Formula molecular: C14H17N303

Massa molar: 275,3 g mol™*

Classe toxicologica: 1ll, medianamente toxico

AU NEE NER NN

Nomes comerciais: Plateau®, Only®

E um herbicida seletivo para controle em pré e pés-emergéncia de algumas
plantas daninhas. Age inibindo a producao de aminoacidos de cadeia ramificada que
sd0 responsaveis pela sintese de proteinas e o crescimento da célula. E
relativamente atoxico para mamiferos, passaros e anfibios. Tem um tempo de meia
vida no solo de até 120 dias, e é rapidamente degradado pela luz solar em solucdo
aquosa. Nao é registrado para uso em sistemas aquaticos, quando aplicado
individualmente. E mais indicado o uso para as culturas de cana-de-aclcar e
algodao. A aplicacdo em ambiente aquatico é para a cultura de arroz irrigado no
sistema Clearfield®, quando aplicado na formulacdo Only® (GONCALVES, 2007).

2.2.7.4 Imazetapir
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Figura 7 - Férmula estrutural do imazetapir

v" Classe: herbicida

\

Grupo quimico: imidazolinona

v" Nome quimico (IUPAC): (RS)-5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-1H-imidazol-2-
il) &cido nicotinico

v" Numero no CAS: 81335-77-5
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Formula molecular: C1sH19N3O3
Massa molar: 289,3 g mol™*

Classe toxicoldgica: Ill, medianamente toxico

RN NERN

Nomes comerciais: Pivot®, Vezir®, Only®

O herbicida imazetapir € registrado no Brasil para o controle em poés-
emergéncia precoce de mono e dicotiledéneas na cultura da soja e em pré e pos-
emergéncia das plantas infestantes na cultura do arroz. Os produtos Pivot® e Vezir®
sao indicados como herbicidas para uso na cultura da soja. O produto comercial
Only®, composto de uma mistura dos herbicidas imazetapir (75%) e imazapique
(25%) é indicado para uso em pré e pés-emergéncia no cultivo de arroz irrigado,
principalmente para controle do arroz vermelho. Essa mistura € apenas aplicada no
sistema Clearfield®, que utiliza cultivares de arroz tolerantes aos herbicidas do grupo
quimico das imidazolinonas, de tal forma que o herbicida inibe o crescimento das
plantas daninhas e ndo destroi as plantas de arroz.

O imazetapir apresenta a caracteristica de ser persistente no solo, sendo
muito soluvel em agua, e susceptivel a lixiviagdo (BATTAGLIN et al., 2000).

As imidazolinonas s&o uma classe de pesticida relativamente nova, o primeiro
apareceu no mercado em 1981, e o mais recente em 1988 (WARE, 1994). Apesar
disso, 0 imazetapir esteve na 72 posicdo dos herbicidas mais usados nos EUA, nos
anos 90 (SHORT & COLBORN, 1999). Eles possuem atividade foliar e no solo. Os
primeiros sintomas da atividade herbicida se manifestam na interrupcdo do
crescimento, que ocorre dentro de 48 h apos a aplicagéo.

Herbicidas dessa classe sao caracterizados por seus efeitos a baixas doses
de aplicacdo, amplo espectro de atuagdo no controle de plantas daninhas e alta
persisténcia no solo. A persisténcia destes compostos no solo € afetada por fatores
como umidade, pH, matéria organica e tipo de solo. Estes fatores determinam a
disponibilidade do herbicida na solucdo do solo e entdo sua degradacéo,
principalmente devido a atividade microbiana e também devido a hidrolise e
decomposicdo (ALISTER & KOGAN, 2005). Esta alta persisténcia no solo pode levar
a interferéncia destes compostos em outras culturas que venham a ser cultivadas,

as quais sejam sensiveis aos herbicidas dessa classe.
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2.2.7.5 Propiconazol
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Figura 8 - Férmula estrutural do propiconazol

v Classe: fungicida

\

Grupo quimico: triazol

Nome quimico (IUPAC): (RS)-1-[2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-
ilmetil]-1H-1,2,4- triazol

Numero no CAS: 60207-90-1

Formula molecular: C15H17CI,N3O»

<\

Massa molar: 342,2 g mol™

D N N NI N

Classificacao toxicologica: Il, altamente téxico

Os compostos do grupo azol, classificados em triazois ou imidazdis, sdo
vastamente utilizados como fungicidas na agricultura, biocidas em varios produtos, e
agentes antifingicos em farmacos humanos e veterinarios. Alguns azéis séo
também prescritos para terapia do cancer (KAHLE et al., 2008). Os azéis, também
sao considerados como um novo grupo de agentes ativos endocrinos que perturbam
a biossintese de esteréides em humanos (TROSKEN et al., 2005).

A atividade antifingica é baseada na inibicdo da biossintese de esterais.
Como conseqiéncia do seu uso comum, quantidades substanciais de azo6is podem
atingir o meio ambiente. Fungicidas azo0is utilizados na agricultura séo
moderadamente lipofilicos e bastante persistentes com tempo de meia vida de
semanas a meses. Eles podem atingir o ambiente aquatico principalmente por

escoamento superficial e deriva na hora da aplicacdo (KAHLE et al., 2008).
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O composto propiconazol € um fungicida sistémico da familia dos triazdis, o
qual possui aplicacao foliar nas culturas de arroz, amendoim, aveia, banana, café,

cevada, feijdo, milho, seringueira, soja, tomate e trigo (ANVISA, 2010).

2.2.7.6 Tiametoxam
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Figura 9 - Férmula estrutural do tiametoxam

v" Classe: inseticida

<\

Grupo quimico: neonicotindide
Nome quimico (IUPAC): 3-(2-cloro-tiazol-1,3-tiazol-5-ilmetil)-5-metil-1,3,5-

<\

oxadiazinan-4-ilideno (nitro) amina
Numero no CAS: 153719-23-4
Formula molecular: CgH1oCINsO3S
Massa molar: 291,7 g mol™

Classificagéo toxicolégica: Ill, medianamente tdxico

NN

Nomes comerciais: Actara®, Cruiser®

O tiametoxam, um inseticida pertencente a classe dos neonicotindéides, foi
recentemente registrado no Brasil para o controle de pragas em varias culturas,
como arroz, batata, cana-de-agucar, fumo, trigo e soja. O produto é comercializado
como Actara®, empregado para aplicacdo no solo e pulverizacdo foliar, e como
Cruiser®, para tratamento de sementes. Trata-se de um composto altamente toxico a
insetos e pouco toxico a mamiferos, apresentando DLso para ratos (dose letal a 50%
dos individuos tratados) em torno de 1500 mg kg™ de peso corporal. Entretanto,
guando em contato constante, mesmo em pequenas doses, esse inseticida tem
grande potencial carcinogénico, sendo seu limite aceitavel para impacto na agua do
solo de 0,94 ug L™ (OLIVEIRA, 2009).
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Devido as suas propriedades fisico-quimicas, o tiametoxam apresenta baixa
sorcdo aos coldides do solo, estando mais relacionado com o teor de matéria
organica do solo, apresentando dessa forma alto potencial de lixiviagdo em
condi¢ces de campo (OLIVEIRA, 2009).

2.2.7.7 Trifloxistrobina
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Figura 10 - Férmula estrutural da trifloxistrobina

v Classe: fungicida

<\

Grupo quimico: estrobilurina

<\

Nome quimico (IUPAC): éter metilico do acido (E,E)- metoxiimino- {2-{1-(3-
trifluorometilfenil)- etilideno-amino-oximetil}-fenil}-acético

NUmero no CAS: 141517-21-7

Formula molecular: CooH19F3N2O4

Massa molar: 408,4 g mol™

Classificagdo toxicolégica: Il, altamente tdxico

NN

Nome comercial: Flint®

Os fungicidas pertencentes ao grupo quimico estrobilurina sdo um exemplo
bem sucedido do uso de produtos naturais como modelo para desenvolvimento de
novos pesticidas. Em 1978 foi descoberta essa nova classe de compostos, que
atuam inibindo a respiracdo mitocondrial dos fungos e apresentam baixa toxicidade
aguda para mamiferos em geral (BARBOSA, 2004).

No inicio da década de 1980 estes compostos despertaram grande interesse
por parte das industrias produtoras de pesticidas, devido a um extenso numero de

relatos do desenvolvimento de resisténcia de fungos a fungicidas que haviam sido
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introduzidos recentemente no mercado, como carboxidiimidas e triazois (BARBOSA,
2004).

Os pesticidas do grupo das estrobilurinas sdo uma nova classe dos fungicidas
incluidos dentro do grupo dos Inibidores da quinona. Eles possuem um novo modo
de acdo e sdo muito seguros do ponto de vista ambiental. Entre 0os compostos
pertencentes a classe estrobilurinas esta a trifloxistrobina.

A trifloxistrobina é um fungicida de largo espectro, mesostémico, com
aplicacao foliar nas culturas de arroz, algodao, amendoim, café, feijao, milho, soja e
trigo (ANVISA, 2010). Possui atividade preventiva e curativa ou erradicante; sendo
redistribuido por circulagdo de vapor superficial e também possui atividade

translaminar.

2.3 Preparo de amostra para anélise de residuos de pesticidas

Na andlise de residuos de pesticidas ha a necessidade de uma etapa prévia
de preparo da amostra devido a complexidade das matrizes, as concentracdes
extremamente baixas dos analitos, bem como a grande variedade de propriedades
quimicas destes. Devido a estes fatores, as interferéncias sao problemas freqientes
gue precisam ser considerados. Os principais objetivos do preparo da amostra sao,
portanto, promover a extracdo e o0 enriqguecimento dos analitos de interesse, e a
remocao, tanto quanto possivel, dos interferentes. Perdas de analito nesta etapa
podem comprometer o resultado das analises. Desta maneira, o preparo da amostra
€ uma etapa crucial dentro de todo o processo analitico (PRESTES et al., 2009).

Um método de preparo de amostras deve, idealmente, ser de facil
manipulagéo, envolver poucas etapas e o minimo de tempo possivel; deve ser
barato e permitir uma recuperacdo quantitativa, sem perdas nem destruicdo dos
analitos; deve produzir um meio adequado ao método analitico a ser utilizado e,
finalmente, deve gerar uma solucdo que contenha as substancias de interesse,
numa concentracdo adequada a sensibilidade do sistema de deteccdo, sem que
haja a necessidade de concentra-la (SKOOG et al., 2008).

Os procedimentos de preparo de amostra, tais como extragdo, concentracao
e clean-up, influenciam potencialmente na confiabilidade e exatiddo das analises

(AHMED, 2001). Embora muitas das técnicas instrumentais cromatograficas tenham



33

evoluido e a automacéo ser atualmente bastante utilizada, o preparo da amostra é
ainda considerado lento, laborioso e eventualmente um entrave no processo
laboratorial (MAJORS, 2001).

A etapa de preparo de amostra é responsavel por mais de 80% do tempo de
consumo das analises e 0 sucesso das mesmas € determinado pela qualidade no
preparo das amostras, principalmente de matrizes complexas, por isso, a melhoria
neste procedimento € considerada urgente (HYOTYLAINEN, 2007).

Nos Ultimos anos, muitas inovacdes nos processos analiticos para a
determinacéo de residuos de pesticidas, tém sido desenvolvidas (PICO et al., 2007).
As novas tendéncias em preparo de amostras sdo o desenvolvimento de métodos os
quais aumentem a precisdo, a reprodutibilidade e a relacdo custo-beneficio
(HYOTYLAINEN, 2007). Entre os procedimentos de preparo de amostra que tém
sido largamente empregados para determinacdo de pesticidas em matrizes
complexas destaca-se o método de extracdo QUEChERS.

2.3.1 Método de extracdo QUEChERS

O método de extracdo QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) foi introduzido em 2003 por ANASTASSIADES et al. com a
finalidade principal de superar limitacdes praticas de outros métodos de extracao
multirresiduos ja existentes. O método QUEChERS tem as vantagens principais de
ser um meétodo rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e seguro, as quais sao
destacadas no préprio nome QUEChERS. Este método foi desenvolvido para
amostras que possuem em sua composicdo mais de 75% de agua (DIEZ et al.,
2006).

Durante o desenvolvimento deste método buscou-se a obtencdo de um
método simples, rapido, de baixo custo e com um ndmero minimo de etapas
analiticas, utilizando pequenas quantidades de reagentes, e logicamente, com
resultados satisfatérios de precisdo e exatiddo. O método desenvolvido tem a
possibilidade de ser aplicado em qualquer laboratério, devido a simplificacdo de
etapas lentas e trabalhosas (ANASTASSIADES et al., 2003).

O método é baseado em uma extracdo com acetonitrila, seguido de particdo
liquido-liquido (adicdo de MgSO,4 e NaCl) e posterior etapa de clean-up com SPE



34

dispersiva (ANASTASSIADES et al., 2003; ROMERO-GONZALEZ et al., 2008). A

Figura 11, apresenta um esquema representativo do método QUEChERS original.

10 g de amostra
(tubo de teflon® 50 mL)

10 mL MeCN

Agitar vigorosamente por 1 min

4 g MgS04 e 1 g de NaCl

Agitar vigorosamente por 1 min

Adicionar o padrao interno
(trifenilfosfato)

Agitar por 30 s e centrifugar

Transferir para outro tubo 1 mL
de extrato e adicionar 150 mg de
MgS0s e 25 mg PSA

Agitar por 30 s e centrifugar

Analise
Cromatografica

Figura 11 - Esquema representativo do método QUEChERS original. Fonte:
PRESTES et al., 2009

O emprego de acetonitrila como solvente de extracdo no método QUEChERS
proporciona uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da
amostra quando se trabalha, como por exemplo, com cereais, gorduras e pigmentos;
também, a extracdo de uma ampla faixa de pesticidas com diferentes polaridades e,
a compatibilidade do extrato final com a Cromatografia Ligquida e com a
Cromatografia Gasosa. Além disso, a acidificacdo da acetonitrila permite
recuperacoes satisfatérias de pesticidas que geralmente apresentam problemas de
estabilidade (PRESTES et al., 2009).

A adicdo de sais na etapa de particdo promove o efeito “salting out”
proporcionando melhores percentuais de recuperacdo para analitos polares, uma
vez que a adicdo de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa,

assim como a quantidade de agua na fase organica e vice-versa. Na extracdo com



35

7

acetonitrila a adicdo de sais é muito conveniente uma vez que é rapida, facil,
apresenta baixo custo, tem a grande vantagem de n&o diluir o extrato da amostra e
proporciona a separacéo das fases organica e aquosa (PRESTES et al., 2009).

O sulfato de magnésio anidro foi escolhido para ser utilizado no método
QUEChERS por ser um agente secante muito mais eficiente quando comparado a
outros sais, sendo sua hidratagcdo um processo extremamente exotérmico, tendo
como resultado um aquecimento do tubo utilizado entre 40 e 45 °C durante as
etapas de extracdo/particdo. Este aquecimento ndo € suficiente para volatilizar ou
degradar os pesticidas, mas é favoravel para extracdo de alguns pesticidas e ajuda
a confirmar que a agua esta sendo removida da solucdo (ANASTASSIADES et al.,
2003).

A etapa de clean-up é fundamental na andlise de residuos de pesticidas, uma
vez que reduz as interferéncias e o efeito matriz, além de diminuir a necessidade de
manutencdo do sistema cromatografico. Sendo assim, um novo método de clean-up
foi desenvolvido juntamente com o método QUEChERS, o qual foi chamado de
extracdo em fase soélida dispersiva (D-SPE, do inglés Dispersive Solid Phase
Extraction). Neste método, uma aliquota de 1 mL do extrato € colocada em contato
com uma mistura contendo 25 mg do sorvente amina primaria-secundaria (PSA, do
inglés Primary Secundary Amine) e 150 mg de sulfato de magnésio. Os sélidos séo
entdo separados por centrifugacdo ou filtracdo e uma aliquota do extrato final é
levada para andlise (ANASTASSIADES et al., 2003). Algumas vezes, na etapa de
clean-up do método QUEChERS é conveniente utilizar uma combinacdo de
sorventes, como por exemplo, octadecilsilano (Cis) e PSA, dependendo do tipo de
matriz utilizada e das propriedades quimicas dos pesticidas (LEHOTAY et al., 2005).

A D-SPE é baseada na extracdo em fase solida (SPE), mas o sorvente PSA é
adicionado diretamente ao extrato, sem necessidade de condicionamento em
cartuchos. Devido ao uso de pequenas quantidades de sorvente e por néo
necessitar o uso de cartuchos, a D-SPE é uma técnica que economiza tempo,
dinheiro, trabalho e também quantidade de solvente, quando comparada a técnica
de SPE. Nado ha a necessidade de nenhuma etapa de condicionamento de
cartuchos, uma minima atencdo do analista € necessaria e também néo ha
problemas de secagem do adsorvente (ANASTASSIADES et al., 2003).

Entre as principais vantagens do método QUEChERS com relagdo aos

meétodos tradicionais de preparo de amostra estéo: os altos valores de recuperacdes
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(maiores que 85%) para uma ampla faixa de pesticidas com diferentes polaridade e
volatilidade; elevado grau de exatiddo e precisdo dos resultados; preparo de um
grande numero de amostra em um tempo reduzido, cerca de 8 amostras em
aproximadamente 30 min; reduc&o no volume de solventes organicos; e simplicidade
de execucéo (LEHOTAY et al., 2005).

A principal desvantagem do método QUEChERS é que a relagdo
amostra:extrato final, de 1 g mL™, é mais baixa do que 2-5 g mL™ obtida pela maioria
dos métodos tradicionais de extracdo (LEHOTAY et al., 2005). Portanto, se a matriz
ndo for uma fonte limitante de ruido nas analises, isto pode conduzir a uma reducéo
da sensibilidade analitica.

Ensaios de proficiéncia empregando o método QUEChERS mostram que este
método é robusto, sendo o método transferido com sucesso entre os laboratorios
participantes. Nos Estados Unidos, este método foi adotado em 2007, como método
oficial da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) para a determinacéo de
residuos de pesticidas em alimentos (PRESTES et al., 2009).

O método QUEChERS também é considerado método oficial pelo European
Committee for Standardization. Além disso, durante a 39% Sessdo do Comité de
Residuos de Pesticidas do Codex Alimentarius realizada em 2007, os Estados
Unidos apresentaram a proposta de oficializacdo deste, como método padrdo do
Codex Alimentarius (PRESTES et al., 2009).

O método QUEChERS e suas versbes modificadas tém sido amplamente
utilizado para a extracdo de diferentes tipos de pesticidas, sobretudo, em frutas e
vegetais. Em menor extensdo, tem sido igualmente utilizado para extracdo de
pesticidas em outros tipos de géneros alimenticios, como por exemplo, arroz, comida
para bebés, azeitonas, leite, ervas e mel. Embora este método fornega bons
resultados para a extracdo de pesticidas néo polares, de média polaridade e polares
em alimentos ndo gordurosos, é igualmente interessante aplicar este método para
analise de pesticidas em outras matrizes ndo gordurosas, tais como solos, em que

pesticidas tendem a ocorrer frequentemente (RAMOS et al., 2010).
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2.3.2 Métodos de extracdo para determinacdo de pesticidas em solo

A extracdo e clean-up s&@o pontos essenciais na analise de compostos
organicos provenientes de matrizes solidas. Pesticidas sao normalmente
recuperados de matrizes complexas (ambientais e biolégicas) por extragdo exaustiva
com uma variedade de solventes organicos, como por exemplo: hexano, éter de
petréleo, acetona, acetonitrila, metanol e suas combinagdes (GONCALVES, 2007).

Vérias técnicas podem ser utilizadas para a extracdo de pesticidas do solo.
Porém os métodos utilizados tradicionalmente sdo Extracao por Soxhlet, Ultra-som e
Agitacdo Mecanica, seguidos de uma etapa de clean-up, consistindo na maioria dos
casos, por procedimentos de Extracdo em Fase Sdélida (SPE, do inglés Solid Phase
Extraction) (RAMOS et al., 2010). Recentemente, técnicas como Extracéo por Fluido
Supercritico (SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction), Extracdo por Solvente
Pressurizado (PSE, do inglés Pressurized Solvent Extraction) e Extracdo Assistida
por Microondas (MAE, do inglés Microwave Assisted Extraction) foram aplicadas,
apesar do custo consideravel. Cada técnica apresenta vantagens e desvantagens,
porém a escolha se faz principalmente em funcao do custo, facilidade na operacéo,
consumo de material e tempo (CAVALCANTE, 2008).

Métodos classicos para a determinacdo de pesticidas em solos sao
procedimentos que exigem muitos passos, normalmente, baseados na extracao
exaustiva da matriz, com etapas posteriores de clean-up para a remocdo dos
materiais co-extraidos, antes da analise instrumental. Esses métodos possuem
etapas tediosas, que consomem tempo e exigem uma grande quantidade de
amostra, e solventes organicos de alta qualidade, além de muita manipulacdo dos
extratos.

Dessa forma, foram desenvolvidas nos dltimos anos técnicas de preparo de
amostra baseadas na minimizacdo do uso de solventes organicos para a extragao
dos compostos da matriz do solo. Entre os procedimentos de preparo de amostra
gue vem sendo empregados atualmente para a determinacao de pesticidas em solo

destaca-se o método de extracdo QUEChERS.
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2.3.2.1 Método de extragdo QUEChERS aplicado a amostras de solo

Baseado em dados da literatura, até a atualidade, o método QUEChERS foi
aplicado a extracdo de pesticidas em solos somente em oito ocasides, utilizando-se
na maioria dos casos, a Deteccdo por Espectrometria de Massas (MS, do inglés
Mass Spectrometry), exceto em trés casos, em que foram utilizados Deteccdo por
Captura de Elétrons (ECD, do inglés Electron Capture Detection), Nitrogénio e
Fosforo (NPD, do inglés Nitrogen and Phosphorus Detection) e Micro Detecgdo por
Captura de Elétrons (LECD, do inglés micro-Electron Capture Detection) (RAMOS et
al., 2010).

LESUEUR et al. (2008) desenvolveram um meétodo QUEChERS modificado
para determinacdo de 24 pesticidas em amostras de solo, seguido de quantificacao
por GC-MS e LC-MS/MS. O método QUEChERS para extracdo dos pesticidas no
solo consistiu em 10 g de amostra e 20 mL de acetonitrila, seguido pela adicdo de
4,0 g de MgSQ,, 1,0 g de NaCl, 1,0 g de citrato de sédio dihidratado e 0,5 g de
hidrogenocitrato dissédico sesquihidratado. A etapa de clean-up foi realizada com
150 mg de PSA e 950 mg de MgSOQOy, seguido de filtracdo e andlise por GC-MS e
LC-MS/MS. Trifenilfosfato foi usado como padrédo interno e fortificado antes da
extracdo para alcancar uma concentracdo de 0,5 pg mL™' no extrato final. Os
pesticidas analisados apresentaram recuperacdo média de 72,7%, com RSD na
faixa de 1,5 a 18,3%. As faixas de LOD e LOQ ficaram entre 0,02 e 88 pg kg™ e
entre 0,08 e 292,0 ug kg, respectivamente.

DROZDZYNSKI et al. (2009) determinaram 3 inseticidas ecoldgicos
(azadiractina, spinosad e rotenona) em amostras de solo, repolho e tomate
empregando o método QUEChERS modificado, seguido de quantificagdo por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
Sequencial (UPLC-MS/MS, do inglés Ultra-Performance Liquid Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry). O método QUEChERS modificado para extracdo dos
pesticidas no solo consistiu em 5 g de amostra, 5 mL de agua, adicdo do padréo
interno, 10 mL de acetonitrila acidificada, agitacdo por 5 min, adicdo de 0,5 g de
hidrogenocitrato dissédico sesquihidratado, 1 g de citrato trissodico dihidratado, 4,0
g de MgSOy, 1,0 g de NaCl, agitacdo por 1 min, e centrifugacéo. A etapa de clean-up
foi realizada com 900 mg de MgSO4, 150 mg de PSA e 150 mg de C;g, agitagdo com

vortex por 1 min e centrifugacdo. O sobrenadante foi evaporado até secura e
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redissolvido com 0,25 mL de acetato de amoénio 0,1% em metanol, seguido pela
adicdo de 0,25 mL de acetato de amoénio 0,1% em agua, agitagdo em vortex,
filtracdo e injecdo no sistema UPLC-MS/MS. Os valores de recuperacao ficaram na
faixa entre 67 e 108%, dependendo da matriz e do nivel de fortificacdo, com desvio
padrdo menor que 12%. Os limites de quantificacdo foram < 0,01 mg kg™ em todos
0S casos, exceto para azadiractina. O método desenvolvido foi aplicado para anélise
de amostras reais provenientes do cultivo organico.

DONG et al. (2009) determinaram residuos de metaflumizona em amostras de
solo e repolho, utilizando o método QUEChERS modificado, seguido de
quantificacdo por UPLC-MS/MS. O método QUEChERS para extracdo de residuos
de metaflumizona em solos consistiu em pesar 10 g de amostra, seguido da adi¢céo
de 5 mL de 4gua e 10 mL de acetonitrila, no qual realizou-se agitacdo por 30 min.
Apés, adicionou-se 4,0 g de MgSO4 e 1,0 g de NaCl, seguido de agitacdo no vortex
por 2 min e centrifugacdo. A etapa de clean-up foi realizada com 200 mg de MgSO,
e 30 mg de PSA, seguido de agitacdo, centrifugacao, filtracdo e andlise por UPLC-
MS/MS. Valores de recuperacéo satisfatorios, entre 77,6 e 87,9% foram obtidos para
analise de metaflumizona em solos e repolho, com desvio padrdo (RSD) de 3,5 e
7,9%. Os valores de LOD e LOQ do método foram de 0,001 mg kg™ e 0,004 mg kg™
respectivamente, para amostras de solo e repolho.

CHEN et al. (2010) desenvolveram um método QUEChERS modificado para a
analise de procimidona em amostras de solo e alho-poré, para estudos de
dissipacdo, seguido de quantificacdo por GC-MS. O método QUEChERS para
extracdo do pesticida no solo consistiu em 10 g de amostra, 10 mL de acetonitrila e
3 mL de &gua, agitacdo em vortex por 1 min, adicdo de 2,0 g de cloreto de sodio
(NaCl), agitacdo em vortex por 1 min, centrifugacéo, etapa de clean-up com 50 mg
de PSA e 250 mg de MgSOQy, agitagdo em vortex por 1 min, centrifugacéo, filtracéo e
analise por GC-MS. Valores satisfatorios de recuperacao entre 74,9 e 100,8% foram
obtidos, com desvio padrdo (RSD) entre 1,3 e 8,5%. Os limites de detecgéo (LODSs)
ficaram na faixa de 20 e 175 ng g*. Residuos de procimidona mostraram uma taxa
de dissipacéo relativamente rapida, com tempos de meia-vida na faixa de 3,76-8,76
dias para amostras de solo e alho-poro.

RAMOS et al. (2010) desenvolveram um método QUEChERS modificado para
determinacdo de 11 pesticidas em trés tipos diferentes de solos (florestal,

ornamental e agricola), seguido de quantificacdo por Cromatografia Gasosa com
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Deteccao Nitrogénio e Fosforo (GC-NPD). O método QUEChERS modificado para
extracdo dos pesticidas no solo consistiu em 10 g de amostra, adicdo do padréo
interno, 20 mL de acetonitrila, agitacdo por 1 min, seguido pela adicao de 4,0 g de
MgSO,, 1,0 g de NaCl, 1,0 g de citrato de sodio tribasico dihidratado e 0,5 g de
hidrogenocitrato dissddico sesquihidratado, agitacdo por 10 s, ultra-som por 5 min e
centrifugacdo. A etapa de clean-up foi realizada com 0,25 g de PSA e 1,5 g de
MgSQO,, agitacdo, ultra-som por 1 min e centrifugacdo. O sobrenadante foi
evaporado até secura e redissolvido com 1 mL de ciclohexano, seguido de filtracédo e
andlise por GC-NPD. Valores de recuperacdo aceitaveis, entre 45 e 96% foram
obtidos para todos os pesticidas em solos, exceto para malation e malaoxon em
solos florestais e ornamentais, os quais ndo foram extraidos quantitativamente. Os
limites de deteccdo do método total ficaram na faixa de 0,48 a 7,78 ng g™

RASHID et al. (2010) determinaram 19 pesticidas organoclorados em solos,
utilizando o método QUEChERS maodificado e clean-up baseado na particdo liquido-
liquido com n-hexano. Foram empregados 5 g de amostra, 10 mL de agua, repouso
por 30 min, 10 mL de acetonitrila acidificada, agitacdo com vortex por 30 s, seguido
da adicdo de 4,0 g de MgSO, e 1,7 g de NaAc, agitacédo e centrifugacdo. Apoés, foi
realizado clean-up através de particdo liquido-liquido com n-hexano, seguido de
analise por GC-MS/MS. Os pesticidas analisados apresentaram recuperacdo entre
70 e 100%, com RSD menor que 20%. O método alcancou baixos limites de
deteccdo (LOD: 0,3 pg kg™t) e baixos limites de quantificacdo (LOQ: 1,0 pg kg™). O
método proposto foi comparado com um procedimento estabelecido de Extracdo
Soxtec, apresentando resultados satisfatorios para ambos. No entanto, o método
QUEChERS forneceu extratos mais limpos, resultando em menores limites de
quantificacdo, além de ser mais rapido e seguro em relacdo ao procedimento de
Extracdo Soxtec.

SHI et al. (2010) desenvolveram um método QUEChERS modificado para a
analise de residuos de oxadiargil em amostras de solo, agua, arroz e palha de arroz,
seguido de quantificacdo por Cromatografia Gasosa com Deteccdo por Captura de
Elétrons (GC-ECD). Neste método, ndo se realizou a etapa de clean-up dispersivo.
O método QUEChERS para extracao de oxadiargil em solos consistiu em pesar 10 g
de amostra, seguido da adicdo de 4,0 g de MgSO,4, 1,0 g de NaCl e 15 mL de
acetonitrila, agitacdo por 1 min e centrifugacdo. Apds, 5 mL do sobrenadante foi

evaporado com nitrogénio até secura e redissolvido com acetato de etila, seguido de
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injecdo no cromatografo. Valores satisfatorios de recuperacdo entre 82,9 a 112%
foram obtidos para oxadiargil em todas as amostras, com desvio padrédo (RSD)
menores que 6,2%, no nivel de fortificacdo de 0,01 mg kg™. Os valores de LOD
foram de 0,001 mg kg™ para amostras de agua e arroz, e de 0,005 mg kg™ para
amostras de solo e palha de arroz. Os valores de LOQ foram 0,01 mg kg™ para
amostras de solo, agua, arroz e palha de arroz.

PINTO et al. (2010) desenvolveram uma versado simplificada do método
QUEChERS para analise de trés compostos clorados (hexaclorobenzeno, 1,2-
diclorobenzeno e cloroférmio) em amostras de solos, seguido de quantificacdo por
Cromatografia Gasosa com Micro Deteccdo por Captura de Elétrons (GC-uECD).
Para avaliar o método proposto, trés tipos diferentes de solos foram usados: solo de
jardim, com alto contetdo organico; um Vertisol, com alto contetdo de argila; e um
material de referéncia certificado (solo argiloso sedimentoso). O método QUEChERS
proposto consistiu em pesar 2,5 g de amostra, adicdo de 1,5 mL de agua ultrapura,
agitacdo por 1 min em vortex, adicdo de 2,5 mL de acetato de etila, agitacdo por 1
min, adicdo de 1,0 g de sulfato de magnésio anidro, agitacdo por 1 min, seguido de
centrifugacdo e andlise por GC-UECD. Valores de recuperagcdo entre 62 e 93%
foram obtidos, com desvio padréo (RSD) entre 3,5 e 7,6%. A principal vantagem da
versao simplificada deste método € a eliminacdo da etapa de clean-up dispersivo,
além de ser um procedimento rapido, barato, e que minimiza os erros associados a

essa etapa.

2.3.2.2 Preparo de amostra para extracédo de herbicidas imidazolinonas em solo

Os herbicidas do grupo das imidazolinonas controlam um amplo espectro de
plantas daninhas, incluindo gramineas, ciperaceas e latifoliadas. Esses herbicidas
sao amplamente utilizados no Estado do Rio Grande do Sul (RS), em uma mistura
formulada com o nome comercial Only®, que é aplicado em cultivares tolerantes,
constituindo a tecnologia chamada Clearfield®. No entanto, a alta persisténcia e
solubilidade em agua desses herbicidas fazem com que apresentem alto potencial
de contaminar o ambiente e afetar cultivos subsequentes (KRAEMER, 2008).

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas

imidazolinonas € muito importante para o desenvolvimento de métodos analiticos de
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preparo de amostra que visam a determinacdo deste grupo de herbicidas em
matrizes ambientais, como o solo. Em termos analiticos, as estruturas moleculares
das imidazolinonas apresentam algumas caracteristicas muito importantes, pois
apresentam comportamento anfétero, possuindo um grupo carboxilico (acido) e um
grupo amino (basico) como grupos funcionais, comportando-se como &cidos ou
bases fracas, respectivamente (KRAEMER, 2008).

A natureza anfétera (presenca de grupos funcionais acidos e basicos) de
herbicidas imidazolinonas permite que estes herbicidas existam no estado catiénico,
neutro e aniénico dependendo do pH do ambiente (RAMEZANI et al., 2009).

A constante de dissociacdo acida (pK,) para imazapique e imazetapir é de 3,6
e 3,9 no grupo carboxilico e de 2,0 e 2,1 no grupo amino, respectivamente. Para
acidos fracos, quando o pH da solucdo do solo é igual ao pK, as moléculas
encontram-se 50% associadas ou neutras (COOH) e 50% dissociadas ou anidnicas
(COO"). Caso o pH seja maior que o0 pK,, predominam as moléculas COO’, e se 0
pH for inferior ao pK,, predominam as moléculas COOH. Ja para bases fracas,
guando o pH da solucdo do solo for igual ao pK,, 50% das moléculas estardo na
forma cationica e 50% delas sem carga (forma neutra). Quando o pH for menor que
0 pKa, predominam moléculas positivas e quando for maior que o pK, predominam
moléculas neutras (KRAEMER, 2008).

Com valores de pH elevados, a sorcdo destes herbicidas no solo é reduzida,
em decorréncia do predominio da forma COO" das moléculas, as quais seriam
repelidas pelas cargas negativas da matriz do solo, permanecendo mais
biodisponiveis na solu¢do do solo. Com pH baixo, o nimero de moléculas COOH ou
protonadas (NH") aumenta. Quando a propor¢do de moléculas associadas (neutras)
aumenta, o herbicida fica menos solavel, aumentando as interacdes hidrofébicas
com a MO, ficando menos biodisponivel, aumentando a persisténcia no solo
(KRAEMER, 2008).

Os equilibrios existentes para imazapique e imazetapir sdo mostrados nas
Figuras 12 e 13.
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A extracdo de herbicidas imidazolinonas em solos normalmente é dificil,
devido a co-extragdo de muitas substancias interferentes, & complexidade da matriz,
as propriedades desses herbicidas e aos baixos limites de deteccdo requeridos
(RAMEZANI et al., 2009). Além disso, devido sua baixa dosagem de aplicacdo (100
a 200 g ha™), o monitoramento de residuos de herbicidas imidazolinonas em solos
necessita ser executado em niveis de ug kg ™.

Os métodos classicos para a extracdo de herbicidas imidazolinonas em solos
sdo procedimentos que exigem muitos passos, possuem etapas tediosas, que
consomem tempo e séo caros (RAMEZANI et al., 2009).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a extracao e/ou concentracdo de
herbicidas imidazolinonas presentes no solo. A seguir estdo citados alguns dos
trabalhos da literatura, dando énfase ao preparo de amostra de herbicidas desse
grupo em solo.

LAGANA et al. (1998) desenvolveram um método para quantificacdo
simultanea dos herbicidas imidazolinonas (imazapir, m-imazametabenzo, p-
imazametabenzo, m,p-imazametabenzometilico, imazetapir e imazaquim) em
amostras de solo e agua de rio. O objetivo foi comparar dois procedimentos de
extracdo. As amostras de éagua foram pré-concentradas com SPE e foram
quantificados por HPLC-UV com deteccdo em 240 nm. As recuperacgdes ficaram
acima de 89%. Os limites de deteccéo foram de 43 a 51 ng L™. O método envolveu
analise confirmatdria por LC-MS/MS. As amostras de solo foram extraidas utilizando
extracdo em coluna de solo (SCE, do inglés Soil Column Extraction) combinada com
SPE, seguidas de quantificacdo por LC-MS/MS no modo monitoramento do ion
selecionado (SIM, do inglés Selected lon Monitoring). O método de preparo de
amostra consistiu em pesar 5,0 g de solo fortificado, seguido de transferéncia
guantitativa para cartuchos Supelco (6,0 cm x 1,3 cm). Os herbicidas imidazolinonas
foram extraidos da coluna de solo pela passagem de 25 mL de metanol/carbonato
de aménio (0,1 mol L™, pH = 8,2, 50:50, v/v). O extrato foi coletado em frascos
volumétricos e entéo diluido a 250 mL com agua, seguido de purificacdo através da
passagem por cartuchos Carbograph-1. A recuperacdo total de cada herbicida
imidazolinona em amostras de solo variou de 87 a 95%. O limite de deteccao foi de
0,1a0,05ng g* em solo.

D’ ASCENZO et al. (1998) desenvolveram um método para a determinacao

simultanea de residuos dos herbicidas imidazolinonas (imazapir, imazaquim,
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imazametabenzo e imazametabenzometilico) em solo. O principio do método
baseou-se na formacédo de um sobrenadante pela sonicacdo do solo com KCI 0,1
mol L. Apés a remocdo das particulas do solo, os pesticidas foram determinados
por Cromatografia Liquida em fase reversa acoplada a Espectrometria de Massas
(LC-MS), utilizando como fase movel acetonitrila e dgua ambos acidificados com
HCOOH 100 mmol L™. O procedimento de extracdo consistiu em adicionar 20 mL de
solucao de cloreto de potassio (KCl) 0,1 mol L™ em amostras de solo e a mistura foi
agitada por 10 min em um agitador mecéanico. Subsequentemente, essa suspensao
foi sonicada por 15 min e entdo centrifugada por 10 min. O procedimento inteiro foi
repetido duas vezes na mesma amostra de solo. Por ultimo, os extratos foram
combinados e filtrados a vacuo, sendo que 20 pL do extrato final foram injetados no
LC-MS. As recuperacdes dos herbicidas imidazolinonas variaram de 80 a 99%, com
valores de RSD menores que 8%. Os limites de detec¢cdo do método foram menores
que 14 ng g* em solos. No entanto, como o método de extracdo envolve dupla
sonicacao, centrifugacdo e separacao, necessitando de maior tempo para extracao,
este ndo é apropriado para analise de rotina de um grande niumero de amostras.
LAGANA et al. (2000) desenvolveram um método multirresiduo para a
quantificacdo e confirmacdo de 16 herbicidas aplicados em pdés-emergéncia (trés
imidazolinonas, trés éteres difenil, seis sulfoniluréias, dois acidos
ariloxifenoxipropiénico e dois sulfonanilidas triazolopirimidina) em amostras de solo.
Os trés herbicidas imidazolinonas avaliados foram imazapir, imazetapir e imazaquim.
Os analitos foram extraidos através de extracdo em coluna de solo (SCE) e os
extratos foram purificados por SPE usando cartuchos Carbograph-1. Para
estabelecer as condicdes ideais de extracdo, uma série de variaveis que afetam o
desempenho da SCE, como o uso de solvente extrator, temperatura, tamanho da
amostra, volume de solvente extrator e vazao do solvente foram avaliados. Para a
extracdo dos analitos foi utilizado solucdo de KH,PO, 0,1 mol L, pH = 8, a
temperatura ambiente. O método de preparo de amostra consistiu em transferir 1,0 g
de solo fortificado para tubos de filtragéo vazios (6,0 x 0,9 cm). Acima da camada de
solo foi colocado areia do mar, pré-lavada com metanol, e abaixo da camada de solo
foi colocado 14 de vidro. A coluna de solo foi colocada acima de um cartucho
Carbograph-1, usando um adaptador. Os herbicidas foram extraidos pela passagem
de 25 mL de KH,PO, 0,1 mol L™}, pH = 8, através da coluna de solo acoplada com o

cartucho Carbograph-1. A coluna de solo foi desconectada e o cartucho Carbograph-
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1 foi lavado com 7 mL de &gua. A fim de remover quantidades tracos de agua,
adicionou-se 1 mL de metanol lentamente e secou-se por 1 minuto, e finalmente
adicionou-se 8 mL de solucéo de diclorometano/metanol (80:20, v/v). O extrato final
foi evaporado até a secura sob atmosfera de nitrogénio, redissolvido em
agua/acetonitrila (80:20, v/v) acidificado com 15 mmol L™ de &cido férmico, seguido
de andlise por LC-MS/MS, utilizando eluicdo por gradiente com fase movel
acetonitrila e 4gua ambos acidificados com HCOOH 15 mmol L™. Para confirmacéo,
0s ions precursores e ions produtos foram monitorados através do modo de
monitoramento de reacfes multiplas (MRM). Foi realizada uma comparagdo entre
métodos de extracdo, através da utilizacdo de ultrasonicacdo classica (USE) e
extracdo com solventes assistida por microondas (MASE) em amostras de solo. As
recuperacoes e precisdes da SCE deram melhores resultados, em comparacdo com
USE e MASE. Usando SCE, as recuperacdes médias dos herbicidas variaram entre
63 e 99%. O desvio padrdo variou entre 3 e 8%. Baixos limites de deteccdo entre
0,13 ng g’ e 1,36 ng g* foram obtidos.

MARCHESE et al. (2001) desenvolveram um método utilizando extracdo com
liquido pressurizado (PLE) para determinacdo dos herbicidas imidazolinonas
(imazapir, imazaquim, imazametabenzeno e imazametabenzometilico) em solo. A
extracdo dos analitos da matriz do solo foi executada com um instrumento de
extracdo com liquido pressurizado construido no laboratério. Quatro tipos diferentes
de amostras de solo (argila, barro da argila, barro da argila arenosa e barro
sedimentoso) foram fortificados com os compostos de interesse nos niveis de 10 e
50 ng g~'. Para o procedimento de extracdo, misturou-se 3 g de solo com 2 g de
areia, e a mistura foi colocada dentro de uma coluna de aco inoxidavel de 25 cm x
4,6 mm d.i. A coluna contendo o solo foi colocada em um forno de GC e aquecida a
90 °C por 5 min. Para a extracédo dos analitos foi utilizado 20 mL de solu¢cdo aquosa
de KCI 0,1 mol L. O extrato obtido foi injetado diretamente em coluna de HPLC. A
quantificacdo dos analitos foi realizada por LC-MS, utilizando eluicdo por gradiente
com fase mével acetonitrila e &gua ambos acidificados com HCOOH 100 mmol L™.
As recuperacdes dos analitos foram maiores que 83% com RSD menores que 7%. O
limite de deteccéio do método foi de 1,0 a 2,5 ng g* em solos.

GONCALVES (2007) desenvolveu e validou um método para a determinacao
de residuos de herbicidas clomazona, imazapique e imazetapir, em agua e solo do

cultivo de arroz irrigado. Para extracdo dos herbicidas em amostras de solo foram
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pesados 5 g de amostra em um tubo de extracdo, e em seguida adicionados 10 mL
de acetonitrila. Aplicou-se banho de ultra-som por 30 min e centrifugou-se a 3600
rpm por 10 min. Apés, o sobrenadante foi transferido quantitativamente para um tubo
de vidro graduado, o volume foi completado até 10 mL com acetonitrila, e este
volume foi evaporado sob corrente de N,. A amostra foi redissolvida com 500 pL de
fase movel. Foram determinados por HPLC-DAD, utilizando-se fase movel
acetonitrila:dgua e fase estacionaria Cig, para as amostras de solo foi feita a
confirmacédo por LC-MS/MS, utilizando a ESI no modo positivo. Para o detector por
MS, os valores de limite de quantificacdo foram de 25,0 ng kg™. As recuperacées
para as amostras de solo ficaram na faixa de 89,3 e 105,7%, com RSDs menores
que 8,7%. Portanto a MS foi uma ferramenta analitica fundamental neste trabalho
para confirmar as andlises, ja que este tipo de amostra gera um grande efeito de
matriz.

RAMEZANI et al. (2009) desenvolveram um método de extracdo e clean-up
para a determinacdo de imazapir, imazetapir e imazagquim em amostras de solo.
Foram investigados varios solventes de extracdo e adsorventes para a extracdo em
fase solida (SPE) desses compostos. A extracdo de imazapir, imazetapir e
imazaquim foi investigada através de procedimentos de extracdo com solventes,
seguido de purificacdo através de SPE. A determinacdo e quantificacdo foram
realizadas utilizando HPLC-UV, com deteccdo em 240 nm. O método de extracdo de
herbicidas imidazolinonas em solos consistiu em pesar 10 g de solo, o qual foi
fortificado na concentracdo de 1,0 pg g™, seguido de homogeneizacdo através de
agitacdo no vortex por 1 min, sendo mantidos a 4 °C por uma semana, antes da
extracéo. Apés, foram adicionados 40 mL de NaOH 0,5 mol L™, seguido de agitacdo
por 1 h. Em seguida, foi realizada centrifugacéo a 5860 rpm por 10 min, acidificagao
com HCl a pH 2,0 da solucédo do solo, e clean-up com cartuchos de SPE, seguido de
analise por HPLC-UV. Na etapa de clean-up foram testados os seguintes cartuchos
de extracdo em fase solida: PPL; NH, + PPL; C;g + SCX. A avaliagdo de diferentes
solugbes aquosas (KCl 0,1 mol L*, NaOH 0,01 mol L* NaOH 0,5 mol L' e
NaOH:MeOH 0,5 mol L™ (80:20, v/v)) para extracdo, mostrou que a recuperacdo de
todos os trés herbicidas foi superior a 70%. No entanto, os maiores valores de
recuperacdo dos herbicidas foram obtidos com NaOH 0,5 mol L™* como solucdo de
extracdo. A maior dificuldade encontrada usando NaOH 0,5 mol L™, foi a co-extracdo

de acidos humicos e fulvicos do solo, que gerou um pico mal resolvido no inicio do
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cromatograma. A avaliacdo de diferentes cartuchos de extracdo em fase soélida
mostrou que o cartucho C;g + SCX permitiu a remocao de substancias co-extraidas,
resultando em altos niveis de recuperacédo (maior que 85,4%) dos herbicidas, com
RSD menores que 8,2%. Os limites de deteccdo de imazapir, imazetapir e
imazaquim foram 0,5 ug mL™.

Dessa forma, pode-se perceber através da revisdo de trabalhos da literatura
feita acima, que os métodos classicos de extracdo de herbicidas imidazolinonas em
solos sdo demorados, envolvendo varias etapas, o que faz aumentar a probabilidade
de erros e consumir a maior parte do tempo da analise. Por isso, o desenvolvimento
de métodos de extracdo de herbicidas imidazolinonas mais rapidos e eficazes,
visando baixo custo e menor contaminacdo ambiental €, portanto, uma exigéncia

necessaria.

2.4 Métodos cromatograficos para determinacao de residuos de pesticidas

As concentracdes de pesticidas no meio ambiente sdo extremamente baixas,
assim como os hiveis maximos permitidos pelas agéncias regulamentadoras, o que
demanda métodos analiticos de sensibilidade, seletividade, exatiddo e precisédo
elevadas para determinacfes quantitativas de pesticidas.

As andlises de residuos de pesticidas em amostras ambientais e bioldgicas,
desde meados de 1950, basearam-se, primeiramente, na determinacao por meio da
Cromatografia Gasosa (GC) e a partir do inicio dos anos 70, comegou a ser
publicado o uso da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para
determinacao destes compostos nos diferentes tipos de amostras.

A HPLC tem sido intensamente aplicada na pesquisa de residuos em
diferentes matrizes devido a capacidade de detectar compostos termicamente
instaveis e ndo volateis, que ndo sao identificados por Cromatografia Gasosa.
Devido ao grande poder de separacdo para analise de matrizes complexas, a LC-
MS é considerada sensivel e seletiva e permite identificacdo segura em baixas
concentracOes para diferentes analitos (SILVA et al., 2010).

No entanto, os fatores mais importantes na escolha da técnica para analise de
residuos de pesticidas sdo o comportamento do analito no sistema cromatografico, a

necessidade de derivatizacdo do analito e o trabalho necesséario para isso, a
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disponibilidade da técnica no laboratério e o proposito geral da analise (LISKA &
SLOBODNIK, 1996).

2.4.1 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial

A Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial
(LC-MS/MS) é, sem duvida, uma das ferramentas analiticas mais poderosas da
atualidade para a determinacdo de compostos organicos. Os compostos presentes
em matrizes complexas, como amostras ambientais, fluidos biolégicos e alimentos
podem ser determinados livres de interferentes e com limites de deteccdo muito
baixos, atendendo as exigéncias da legislacdo vigente sem, muitas vezes,
necessitar de procedimentos de concentracdo (ARDREY, 2003).

Além disso, a LC-MS/MS permite um aumento de seletividade e sensibilidade
proporcionando o monitoramento de centenas de pesticidas em uma Unica analise.
Apesar do alto custo de aquisicdo e manutencdo destes equipamentos, eles
apresentam uma série de vantagens, entre elas alta eficiéncia analitica, menor
tempo no desenvolvimento de métodos e elevada robustez (PRESTES et al., 2009).
Outras vantagens dessa técnica sdo o fornecimento da massa molar, informacao
estrutural e andlise quantitativa exata do analito (SKOOG et al., 2008).

A Figura 14 apresenta os componentes basicos de um sistema LC-MS/MS.
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Amostrador

Coluna HPLC

Interface Espectrémetro de
API Massas

Figura 14 - Componentes basicos de um sistema LC-MS/MS (Adaptado de
KERNS et al., 1997)
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O acoplamento da Cromatografia Liquida com a Espectrometria de Massas foi
um processo demorado, devido a incompatibilidade entre as vazfes relativamente
altas empregadas em HPLC que impossibilitava a transferéncia direta do eluente da
coluna cromatografica para o interior da fonte do espectrébmetro, que opera em
condicdes de alto vacuo (HARRIS, 2001; FERNANDEZ-ALBA, 2005). Mas depois
que as deficiéncias com as interfaces foram parcialmente superadas, a
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS) vem sendo
cada vez mais utilizada (ALDER et al., 2006).

A interface € um dispositivo colocado entre o LC e o MS com o objetivo de
remover o solvente e transferir a amostra para a fonte de ions. A principal interface
utilizada na analise de pesticidas polares é baseada na lonizacdo a Presséao
Atmosférica (API, do inglés Atmospheric Pressure lonization) e engloba a lonizagéo
por Eletronebulizacdo (ESI, do inglés Electrospray lonization) e a lonizagcdo Quimica
a Pressao Atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization).

A lonizacdo por Eletronebulizacdo (ESI) € uma técnica apropriada para a
determinacéo da massa molar e da estrutura. E preferencialmente aplicada para a
analise de moléculas ibnicas grandes ou ions pequenos com uma unica carga,
podendo ser usada no modo positivo ou negativo.

Na ESI, o liquido no qual o analito de interesse se encontra dissolvido (na FM,
no caso do eluente da HPLC) passa através de um capilar, a pressdo atmosférica,
mantido sob alta voltagem. Na saida do capilar sdo formadas pequenas gotas
altamente carregadas (“spray”) que sédo dessolvatadas ao se deslocarem em sentido
contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressdo atmosférica.
A dessolvatacdo é assistida por um fluxo continuo de gas seco (geralmente N;) na
regido do “spray”. A medida que ocorre a dessolvatacéo, o tamanho das gotas é
reduzido até o ponto em que a forca de repulsdo entre as cargas similares fica maior
gue as forcas de coesao da fase liquida (tenséao superficial). Neste momento, ocorre
a chamada "explosdo couldmbica” que gera gotas com tamanhos equivalentes a
10% do tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma série de explosées
passa entdo a ocorrer até que sdo produzidos os ions do analito a partir destas
gotas, os quais sao transferidos para o interior do espectrometro de massas por uma
série de dispositivos de focalizacdo (CHIARADIA et al., 2008).

A ESI possibilita a ionizagdo de compostos sensiveis a temperatura sem que

estes sofram degradacdo, uma vez que, a ionizagcdo ocorre diretamente em solucao
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(ARDREY, 2003; CHIARADIA et al., 2008). O emprego de LC-MS utilizando ESI
como fonte de ionizagdo é ideal para analise de moléculas mais polares, de maior
massa molecular. Ainda, LC-ESI-MS € muito aplicada para determinacdes de
proteinas, aminodacidos, e varias substancias de interesse na area da bioanalitica,
alimentos e farmacéutica (LANCAS, 2009).

A Espectrometria de Massas Sequencial mostra uma sensibilidade e uma
seletividade superior em niveis de tracos em matrizes complexas. Embora néo seja
uma técnica nova, sua aplicacdo em andlises de rotina € limitada devido ao alto
custo do instrumento e a necessidade de analistas treinados. Esta técnica promove
uma eliminacdo de interferéncias de background, aumentando assim, a razao
sinal/ruido e também a sensibilidade, simultaneamente a confirmacéo dos pesticidas
€ obtida com elevado grau de certeza, devido ao espectro de massas muito
caracteristico do ion produto. Este espectro é especifico para cada composto e ndo
possui influéncia dos ions interferentes da matriz, pois sdo excluidos durante a
selecdo do ion (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Os modos de operacdo sdo as maneiras como o espectrémetro de massas
pode ser programado para a aquisicdo de dados. No modo scan o MS é programado
de forma a analisar todas as massas do seu espectro de operacdo ou dentro de uma
faixa determinada de m/z (VEKEY, 2001). No modo SIM (do inglés, Single lon
Monitoring) apds a ionizacao o MS faz a separacdo de somente um ion especifico, o
gue aumenta a sensibilidade, uma vez que os ions correspondentes ao ruido séo
ejetados sem chegar ao detector. Em alguns equipamentos podem ser selecionados
até trés ions simultaneamente (VEKEY, 2001).

No modo de operacdo de monitoramento de reacbes mdultiplas (MRM, do
inglés Multiple Reactions Monitoring) o espectrometro € programado de forma que
dois ou mais ions sdo separados e fragmentados novamente (MS/MS). E
extremamente Util quando a separacdo cromatografica ndo € completa (VEKEY,
2001). Através deste modo, € possivel analisar multianalitos dentro de uma mesma
analise, uma vez que, permite a identificagdo e separacdo de cada transicdo
monitorada (DEMOLINER, 2008). O MRM aumenta a seletividade da espectrometria
de massas para determinados analitos e melhora a sensibilidade, diminuindo a
resposta dos interferentes a tudo o que interfira na medida, reduzindo o ruido de
fundo (HARRIS, 2001).
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O LC-MS pode ser equipado com diversos analisadores, cada um com
propriedades caracteristicas para identificar, quantificar e resolver ambiguidades
pela selecdo de parametros adequados de ionizacdo e aquisicdo (ROSEN, 2007).
Existem diferentes sistemas empregados para separacao de ions gerados durante o
processo de ionizacdo. Entre eles, destaca-se o sistema triplo quadrupolo (QQgQ).

O espectrometro de massas do tipo QqQ é formado pela juncdo de trés
quadrupolos em sequéncia, dois analisadores quadrupolo que tem entre eles uma
cela de colisdo. No primeiro, o ion selecionado é separado da corrente de ions vinda
da fonte de ions. No segundo quadrupolo, este ion sofre nova fragmentac@o por
colisdo por ions de N, ou argbnio. O terceiro quadrupolo seleciona entdo um dos
ions formados para enviar ao detector (HARRIS, 2001). As principais vantagens de
empregar um QgQ para andlise de pesticidas estdo na alta sensibilidade e
seletividade.

Ndo ha duavidas que instrumentos QgQ operando no modo MRM,
proporcionardo melhor sensibilidade para os analitos. Devido a essas razoes, e a
simplicidade relativa das andlises realizadas no modo MRM, essa tecnologia tem se
tornado o método mais comum na determinacdo de residuos de contaminantes em
andlises ambientais e de alimentos por LC-MS/MS. Analises por MRM introduzem
alta especificidade, pois se baseiam na deteccdo do ion precursor e de um
fragmento conhecido (ROSEN, 2007).

KUSTER et al. (2006) mostraram que aproximadamente 70% dos métodos
revisados na literatura estdo baseados nesta configuracdo. LC-MS/MS aliado a um
analisador com triplo quadrupolo que opera no modo MRM por meio de interfaces de
API.

2.5 Efeito Matriz em LC-MS/MS

Na andlise por LC-MS a presenca da matriz pode resultar em mudancas na
eficiéncia de ionizagcdo, uma vez que pode ocorrer supressdo ou aumento da
ionizagao (PRESTES et al., 2009).

Esse fendmeno € conhecido como Efeito Matriz (ME, do inglés Matrix Effect)
e foi descrito pela primeira vez em HPLC por TANG e KEBARLE em 1993. Os

autores observaram a diminuicdo da resposta de uma base organica em uma
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determinada matriz, empregando ESI como fonte de ionizagdo, com o aumento da
concentragdo de outras bases organicas.

A intensidade do efeito matriz pode variar de uma amostra para outra, ou de
acordo com a concentracdo do analito na matriz. Segundo HAJSLOVA et al. (1998),
o efeito matriz € maior em baixas concentracdes de analitos, pois h4 um decréscimo
na razdo da concentragdo do analito/concentracdo da matriz. Componentes da
matriz podem interferir na ionizacdo dos compostos quando presentes na amostra
em concentracdo superior a 10° mol L (TANG & KEBARLE, 1993).

Em LC-MS/MS, o efeito matriz € normalmente causado pela interferéncia dos
componentes da matriz que eluem no mesmo tg que o analito e por isso, competem
com o analito durante o processo de ionizacdo. O numero de ions do analito pode

ser diminuido pela interagdo com os ions da matriz, o que é chamado de “ion
suppression”, ou aumentar (pela presenca dos ions da matriz), resultando num efeito
matriz negativo ou positivo, respectivamente (PIZZUTTI, 2006).

O mecanismo exato da supresséao ibnica € desconhecido, porém é causado
pela presenca de substancias ndo-volateis ou pela competicdo entre um analito e a
coeluicdo de um componente da matriz ndo monitorado. O efeito matriz também é
dependente da natureza quimica do analito, pois a eficiéncia de ionizacdo dos
compostos polares € mais influenciada pela presenca de coeluatos provenientes da
matriz quando comparada com compostos apolares (PRESTES et al., 2009).

Na literatura sdo encontradas diferentes formas para quantificar o ME sobre
um determinado composto e diversas abordagens foram desenvolvidas para eliminar
ou reduzir os efeitos matriz em LC-MS. Modificagcbes na etapa de extracdo e
emprego de uma separagdo cromatografica adequada s&o alternativas para
minimizar esse efeito (STUBER & REEMTSMA, 2004; KRUVE et al., 2008).

O efeito matriz nos resultados pode ser significativo e deve ser determinado
cuidadosamente. A exata avaliacdo do efeito matriz pode evitar estimativas errbneas
dos teores dos analitos, além de ser uma técnica mais confiavel. Para reducédo do
efeito matriz € recomendavel o uso de curva de calibracdo preparada em extratos da
matriz isenta de pesticidas (RIBANI et al., 2004), ou ainda submeter os extratos a

NoOvVos processos de clean-up.
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2.6 Validacdo de métodos cromatogréaficos de analise

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo
meétodo analitico gere informacfes confiaveis e interpretaveis com relacdo a uma
amostra, este deve ser submetido a uma avaliacdo analitica denominada validacdo
(RIBANI et al., 2004).

A validacdo de um método é uma exigéncia na préatica das analises quimicas,
e tem como objetivo demonstrar que o método € apropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, garantir, através de estudos experimentais, que o método
atende as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (EURACHEM, 1998; ANVISA, 2003).

Os parametros geralmente investigados no processo de validacdo séo: curva
analitica e linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo
(repetitividade e preciséo intermediaria) e exatiddo (LANCAS, 2004; RIBANI et al.,
2004; SANCO, 2007).

2.6.1 Curva analitica e linearidade

A curva analitica é a ferramenta de quantificacdo mais frequentemente
utilizada e corresponde ao modelo matematico que estabelece uma relagédo entre a
resposta instrumental (area/altura da banda cromatogréfica) e a concentragdo do
analito. Essa relacdo matematica, muitas vezes, pode ser expressa como uma
equacao de reta chamada de curva analitica (RIBANI et al., 2004).

Assim, é necessario 0 uso de um numero suficiente de solugBes analiticas
para definir adequadamente a relagdo entre a concentracdo e a resposta. As
diretrizes da Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo (ICH, do inglés
International Conference on Harmonisation) e da ANVISA especificam um minimo de
cinco niveis de concentracdo, juntamente com certos minimos de variacdo
especificados. O Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP) também

sugere cinco concentragcdes que devem ser injetadas em ordem crescente de
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concentragdo, no minimo trés vezes cada, com estimativa do desvio padréo relativo
(RSD) entre as injecdes inferior a 5% (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

A curva de calibragcdo pode ser construida preparando-se as solucdes
analiticas dos pesticidas, em solvente ou no extrato da matriz. A curva preparada em
solvente relaciona o sinal do instrumento com a concentracdo do analito, sem
considerar a interferéncia da matriz.

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto
de medicdes experimentais pode ser efetuada usando o método mateméatico
conhecido como regressao linear (Equacdo 1) (RIBANI et al.,, 2004; INMETRO,
2007).

y=ax+b 1)
onde:
y = resposta medida (area do pico);
X = concentracdo do analito;
a = coeficiente angular - inclinacdo da curva analitica = sensibilidade;

b = coeficiente linear - intersec¢do com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade refere-se a capacidade de uma metodologia analitica em
fornecer resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito
nas amostras, dentro de uma determinada faixa de aplicagédo (RIBANI et al., 2004).
Este parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de determinacdo (r?) do
grafico analitico.

Além dos coeficientes de regressao a e b, também é possivel calcular, a partir
dos pontos experimentais, o coeficiente de correlagdo, denominado r. Este
parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais
proximo o coeficiente de correlagdo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados.
Um coeficiente de correlagcdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlagcéo igual ou superior a 0,99 e o INMETRO um valor acima de
0,90 (RIBANI et al., 2004).

O método de superposigao de matriz (“matrix-matched”) consiste na adicao

do padrdo da substancia em diversas concentracdes em uma matriz similar a da
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amostra, isenta da substancia, e constru¢do do grafico de calibragcdo relacionando
as areas obtidas com as concentracfes dos padrées (RIBANI et al., 2004). Este
meétodo é usado para compensar o efeito da matriz ou de possiveis interferentes e é
de suma importancia em determina¢cdes quando a matriz pode interferir na pré-
concentracéo, extragdo, separacdo ou deteccdo da substancia de interesse. Sua
principal vantagem sobre o método de padronizacdo externa € que fornece uma

melhor correspondéncia com a composi¢ao da amostra (RIBANI et al., 2004).

2.6.2 Sensibilidade

Sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta em
funcdo da concentracdo do analito. Pode ser expressa pela inclinacdo da curva
analitica, sendo determinada simultaneamente aos testes de linearidade. A
sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de deteccéo utilizada
(INMETRO, 2007). No caso de uma reta, quanto maior for o angulo de inclinacdo da

reta, mais sensivel serd o método (LANCAS, 2004).

2.6.3 Limite de detecc¢éo (LOD) e Limite de quantificacao (LOQ)

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito é
importante saber qual o menor valor de concentragcdo do analito que pode ser
determinado pelo método (INMETRO, 2007).

O Limite de Deteccdo (LOD, do inglés Limit of Detection) € a menor
concentracdo do analito presente em uma amostra que pode ser detectada, porém
nao necessariamente, quantificada, sob as condi¢cbes experimentais estabelecidas
(RIBANI et al., 2004). Na pratica, o LOD é determinado pela menor concentragéo do
analito que gera um sinal trés vezes maior que o sinal do ruido.

O Limite de Quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification) representa
a menor concentracdo de uma substancia que pode ser medida com confiabilidade,
utilizando um determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004). O LOQ
também pode ser definido em relagédo ao ruido, sendo dez vezes maior que o sinal

do ruido.
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O LOD e o LOQ podem ser estimados por trés diferentes maneiras: pelo
método visual, método relacdo sinal/ruido e método baseado em parametros da
curva analitica. O método mais utilizado em Cromatografia € o da relacdo sinal-
ruido. O procedimento sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos
analiticos que exibem linha de base. E determinada a raz&o sinal/ruido por meio da
comparacao dos sinais medidos da amostra com baixas concentragcdes conhecidas
do analito com as do branco, estabelecendo-se a concentracdo minima na qual o
analito pode ser detectado e quantificado. O LOD e o LOQ séo expressos como uma
concentracdo, sendo que a precisao e exatiddo devem ser consideradas (RIBANI et
al., 2004).

2.6.4 Exatidao (Recuperacéo)

A exatidao representa o grau de concordancia entre o resultado de um ensaio
e o valor de referéncia aceito como valor verdadeiro (INMETRO, 2007). E
normalmente expressa em termos de percentagem (EURACHEM, 1998).

A exatiddo é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga, ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo. Estes limites
podem ser estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis
de tracos (RIBANI et al., 2004).

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sédo, entre outros: uso de materiais de referéncia certificados, participagdo em
comparacoes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacado (ANVISA,
2003; INMETRO, 2007). Sempre que possivel, os materiais de referéncia
certificados devem ser utilizados no processo de validacdo de um método de ensaio.
Entretanto para compostos organicos, estes materiais certificados sdo pouco
estaveis e a oferta € muito limitada. Nestes casos, a exatiddo é avaliada,
geralmente, por ensaios de recuperacgao.

A recuperacgédo é a medida da eficiéncia do processo de isolamento do analito
de interesse da matriz na qual se encontra presente. E o0 método mais utilizado para
a validacdo de métodos cromatograficos (LANCAS, 2004).

As amostras “branco” s&o fortificadas pela adicdo dos analitos em diferentes

concentracdes, seguida pela determinacéo da concentracdo do analito adicionado. E
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importante considerar como a eficiéncia do método varia em fungcdo das
concentragbes da substancia. Na maioria dos casos, a dispersdo dos resultados
aumenta com a diminuicdo da concentracdo e a recuperacdo pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentracfes. Por esse motivo, a recuperacao
deve ser avaliada na faixa de concentracao esperada para o composto de interesse.
Isto é realizado através da adicdo de uma substancia em pelo menos trés diferentes
concentracdes, ou seja, proximo ao limite de quantificacdo, proximo a concentracao
maxima permissivel e em uma concentracdo proxima a média da faixa de uso do
método. A limitacdo desse procedimento € a de que o analito adicionado nao esta
necessariamente na mesma forma que se apresenta na amostra (INMETRO, 2007).

O intervalo aceitavel de recuperacdo para a andlise de residuos geralmente &
entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20% (SANCO, 2007). Porém, dependendo
da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com
precisao de até + 15% (RIBANI et al., 2004).

2.6.5 Precisao

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos em uma mesma amostra, em amostras
semelhantes ou em solucbes padrdes em solvente, nas mesmas condi¢cdes
definidas no método de ensaio. E normalmente determinada para circunstancias
especificas de medicdo e as formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da
repetitividade, da precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo que a precisao
avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas em uma mesma amostra
(INMETRO, 2007).

A precisdo de um meétodo analitico pode ser expressa como o desvio padrao
ou desvio padrdo relativo (coeficiente de variacdo) de uma série de medidas
(ANVISA, 2003).

Para métodos empregados em determinacdes ao nivel de tracos, valores de
RSD% de até 20% sao aceitaveis, dependendo da complexidade da amostra
(RIBANI et al., 2004).
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2.6.5.1 Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um
mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condicbes de medi¢cdo, chamadas
de condi¢cdes de repetitividade, ou seja, mesmo procedimento de medicdo, mesmo
analista, mesmo equipamento utilizado sob as mesmas condi¢cdes de analise,
mesmo local e repeticbes do ensaio em curto espaco de tempo. O termo
repetitividade é adotado pelo Vocabulario Internacional de Metrologia do INMETRO.

Para repetitividade, o INMETRO recomenda sete ou mais repeticbes para o
calculo da estimativa do desvio padréo, enquanto que a ANVISA recomenda que a
repetitividade seja verificada a partir de um minimo de nove determinac¢des cobrindo
o limite do procedimento, ou seja, trés diferentes concentracdes e trés replicatas
cada um, ou a partir de um minimo de seis determinacdes a uma concentracao

similar ao valor esperado (RIBANI et al., 2004).

2.6.5.2 Preciséo intermediaria

A precisdo intermediaria, também denominada de reprodutibilidade interna,
refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou
padrées, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo
exatamente quais as condigbes a variar (uma ou mais), como por exemplo:
diferentes analistas, diferentes equipamentos, e diferentes dias de analise
(INMETRO, 2007).

A precisdo intermediaria € reconhecida como a mais representativa da
variabilidade dos resultados em um unico laboratério e, como tal, mais aconselhavel
de ser adotada. O objetivo da validac&do da precisdo intermediaria é verificar que no
mesmo laboratério o método fornecera os mesmos resultados. Esta medida de
precisdo pode ser expressa através da estimativa do desvio padréo relativo (RSD)
(RIBANI et al., 2004).
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2.6.5.3 Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medi¢cdes de uma mesma
amostra, efetuadas sob condi¢Ges variadas de analise (mudanca de operador, local,
equipamentos, etc). Geralmente é obtida através de estudo de colaboracdo entre
laboratorios (RIBANI et al., 2004). Embora a reprodutibilidade ndo seja um
componente de validacdo de método executado por um Uanico laboratorio, é
considerada importante quando um laboratério busca a verificagcdo do desempenho
dos seus métodos em relacdo aos dados de validacdo obtidos por meio de
comparacao interlaboratorial INMETRO, 2007).

2.6.6 Robustez

A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta
face a pequenas variacdes. Diz-se que um método € robusto quando ele ndo é
afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus parametros. A robustez
de um método cromatogréfico é avaliada, por exemplo, pela variacdo de parametros
como a concentracdo do solvente organico, pH e forca i6nica da fase moével em
HPLC, programacédo da temperatura, natureza do gas de arraste em GC, bem como
o tempo de extracdo, agitacdo, etc. As mudancas introduzidas refletem as alteracées
que podem ocorrer quando um método € transferido para outros laboratérios,
analistas ou equipamentos (RIBANI et al., 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na otimizacdo e validacdo do
Método QUEChERS modificado para a extracdo de residuos de pesticidas em solo
proveniente de lavoura de arroz irrigado e quantificagdo por LC-MS/MS.

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Analises de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa

Maria.

3.1 Instrumentacgéo

A instrumentacdo utilizada no desenvolvimento do método estd descrita a
seqguir:

v Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);

v Balanca analitica de precisdao AND, modelo SV-200 (Japao);

v Banho de Ultra-som Bandelin Sonorex RK 510 (Mérfelden-Walldorf,
Alemanha);

v' Centrifuga Thermo Fisher Scientific, modelo IEC CENTRA CL2 (Waltham,
MA, EUA);

v Centrifuga 12 x 15 mL (Centribio, Brasil);

v" Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha e
Eppendorf, Canada);

v" pHmetro modelo pH 500 Series Cole Palmer equipado com eletrodo de vidro
combinado (Vernon Hills Illinois, EUA);

v Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, Bedford, MA,
EUA).
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v’ Sistema LC-MS/MS Varian 320-MS (Figura 15), equipado com:

Figura 15 - Sistema LC-MS/MS

Amostrador automético ProStar 410, bomba quaternéaria 212-LC, forno para
coluna e sistema de desgaseificacdo (Varian, EUA);

Coluna analitica Pursuit XRs C;g (50 x 2,0 mm d.i.) e 5,0 um de tamanho de
particula (Varian, EUA);

Detector MS, 320-MS TQ Mass Spectrometer com fonte API, utilizando o
modo de ionizacdo por Eletronebulizacdo (Varian, EUA);

Sistema de aquisicdo de dados através do Software MS Workstation Version
6.0 (Varian, EUA);

Sistema gerador de nitrogénio da marca Domnick Hunter LC/MS 12/2.

3.2 Reagentes, solventes e materiais utilizados

NN

Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, EUA);

Acido férmico 96% (Merck, RJ, Brasil);

Acido cloridrico p.a. (Isofar, Brasil);

Agua destilada e dgua deionizada;

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3® (resistividade de
18,2 MQ cm);

Alumina &cida, basica e neutra (granulometria 0,063-0,200 mm) (Merck,
Brasil);

Extran® neutro (Merck, Brasil);
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v' Gas argbnio analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS
(White Martins, Brasil);

Gas Nitrogénio 99,99% de pureza (White Martins, Brasil);

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

Hidroxido de célcio (Spectrum, Brasil);

Acetato de sodio anidro p.a. (CAQ, Brasil);

Sulfato de magnésio anidro (J.T. Baker, Japao);

Cloreto de sodio p.a. (Merck, Brasil);

Carvéo vegetal ativado p.a. (Labsynth, Brasil);

Cis com tamanho de particulas de 40 um (Varian, EUA);

Florisil 60-100 mesh (Mallinckrodt, EUA);

PSA com tamanho de particulas de 40 um - Bondesil (Varian, EUA);

N N N N N N T U N NN

Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 e 15 mL
(Sarstedt, Alemanha);

\

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;

<\

Vidraria comum de laboratoério;

v' Padrdes solidos dos pesticidas, conforme Tabela 4.

3.3 Padrdes analiticos dos pesticidas estudados

A Tabela 4 apresenta o grau de pureza (%) e a classe dos padrdes analiticos

sélidos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho.

Tabela 4 - Informacdes dos padrdes analiticos solidos fornecidos pela firma Dr.

Ehrenstorfer (Alemanha)

Pesticida Grau de pureza (%) Classe
Clomazona 94,5 Herbicida
Fipronil 96,5 Inseticida
Imazapique 98,5 Herbicida
Imazetapir 99,0 Herbicida
Propiconazol 96,7 Fungicida
Tiametoxam 98,0 Inseticida

Trifloxistrobina 99,0 Fungicida
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Preparou-se individualmente, 10 mL da solugdo analitica estoque 1000 mg L™
de cada pesticida considerando a pureza dos padroes solidos, conforme
recomendado na literatura (GARP, 1999). A massa do padrdo sélido pesado foi
dissolvida em acetonitrila grau HPLC e as soluc¢des estoque foram armazenadas em
frascos ambar a temperatura de -18 °C.

Apds, foram preparadas solugdes analiticas individuais de cada pesticida em
estudo, na concentracdo de 100 mg L™, em acetonitrila. A partir destas solucées,
preparou-se uma mistura na concentracdo 10 mg L™ contendo todos os pesticidas,
exceto para propiconazol, cuja concentracdo avaliada foi cinco vezes menor,
correspondendo a 2,0 mg L™ na mistura dos pesticidas a serem estudados. A partir
da solucdo padrédo 10 mg L™, preparou-se uma mistura na concentracdo 1,0 mg L™
contendo todos os pesticidas, exceto para propiconazol, cuja concentracao foi 0,2
mg L™ na mistura dos pesticidas a serem estudados. Devido & maior intensidade do
sinal cromatogréfico apresentado para o pesticida propiconazol no sistema LC-
MS/MS, optou-se por utiliza-lo em concentragdo cinco vezes menor em relacdo aos
outros compostos, na construcdo das curvas analiticas e nas fortificacdes do solo,
com objetivo de gerar um cromatograma com respostas similares.

A partir da mistura intermediaria 1,0 mg L™, foram preparadas as solucdes
analiticas de trabalho nas concentracdes de 0,4; 2,0; 4,0; 10,0; 20,0 e 40,0 pug L™
para propiconazol e nas concentragées de 2,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 pg L™
para tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, fipronil e trifloxistrobina, em
acetonitrila e no extrato da matriz. Para injecdo no sistema LC-MS/MS, foram
realizadas diluicbes na proporcdo 1:1 (v/v) destas solucdes em fase movel (agua
ultrapura acidificada com 100 mmol L™ de acido férmico e acetonitrila acidificada
com 100 mmol L™ de &cido férmico), de modo que as concentracdes finais das
solucbes de trabalho avaliadas foram 0,2; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 pug L™ para
propiconazol e 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 ug L™ para tiametoxam, imazapique,
imazetapir, clomazona, fipronil e trifloxistrobina. As diluicdes das solu¢es analiticas
em fase movel acidificada tém como objetivo melhorar a eficiéncia de ionizacao dos
compostos e assim, melhorar a assimetria dos picos cromatograficos. Estas
solucbes de trabalho foram utilizadas para o estudo da linearidade do método.

Todas as solugbes foram armazenadas em frascos ambar e estocadas a -18 °C.
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3.4 Otimizacdo do sistema cromatografico LC-MS/MS para determinacdo dos
compostos

Neste trabalho, a otimizacdo do método QUEChERS modificado foi realizada
empregando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢éo por Arranjo de
Diodos (HPLC-DAD). No entanto, devido a presenca de interferentes provenientes
da matriz do solo que resultaram em valores de recuperacdo acima de 120% para
alguns dos pesticidas estudados e também devido aos baixos limites de deteccao
requeridos para andlise de herbicidas imidazolinonas em solo, optou-se por utilizar a
técnica Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas sequencial
(LC-MS/MS), para a etapa de validacdo, pois esta apresenta maior sensibilidade e
seletividade em relagcéo aos detectores convencionais.

Além disso, LC-MS/MS possibilita eliminar interferéncias espectrais e o
problema de co-eluicdo de substancias encontradas, que ocorrem no HPLC-DAD em
amostras de solo, sendo o detector de massas uma ferramenta analitica essencial
para analise e confirmacéo dos analitos de interesse em niveis de tracos.

A seguir, segue a otimizacdo dos principais parametros do sistema
cromatografico LC-MS/MS para determinacgéo dos pesticidas em estudo.

3.4.1 Escolha da composicéo da fase mével e da vazéo

A escolha da fase movel foi realizada através de informacdes obtidas por
meio de revisdo bibliografica sobre o assunto. Neste trabalho, a fase movel
empregada foi agua ultrapura (solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambas
acidificadas com 100 mmol L™ de &cido férmico.

Para otimizar o tempo de analise e garantir a separacdo adequada dos
pesticidas em estudo foi necessario empregar um gradiente de eluicdo. Conforme
Tabela 5, foram feitos testes para a selecdo do gradiente de eluicdo da fase mdvel,
visando uma eficiente eluicdo dos compostos em estudo, em um menor tempo

possivel de corrida cromatografica.
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Tabela 5 - Gradientes testados para eluicdo dos compostos

Tempo (min) % A % B

0,00 60 40

10,00 40 60

Gradiente 1 15,00 20 80
15,05 60 40

20,00 60 40

0,00 70 30

5,00 40 60

Gradiente 2 15,00 20 80
15,05 70 30

20,00 70 30

0,00 60 40

5,00 40 60

Gradiente 3 12,00 20 80
12,05 60 40

15,00 60 40

% A: Agua ultrapura acidificada com 100 mmol L™ de &cido férmico

% B: Acetonitrila acidificada com 100 mmol L™ de &cido férmico

Além dos gradientes de eluicdo, foram testados os seguintes volumes de
injecdo: 5,0; 10 e 20 pL.
A vazédo da fase movel foi selecionada de acordo com a separacdo e

sensibilidade dos compostos, sendo testadas vazées de 0,2; 0,3 e 0,4 mL min™.

3.4.2 Acidificacao da fase movel

No sistema LC-MS/MS, é indicado o uso de &cidos organicos, mais volateis,
para evitar que ocorra cristalizacdo na interface do sistema. Além disso, a fase
movel acidificada influencia na fragmentacdo dos compostos a serem determinados

melhorando a eficiéncia da ionizacdo (KUSTER et al., 2006).
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Em Cromatografia Liquida em Fase Reversa, a fase estacionaria mais
utilizada é do tipo Cig, € devido as caracteristicas polares da maioria dos pesticidas
analisados por esta técnica, faz-se necessario o ajuste do pH do eluente para
ocorrer uma melhor interacdo com a fase estacionaria da coluna cromatografica.
Quando o analito com caracteristicas acidas se ioniza, fica menos hidrofébico, e sua
retencdo diminui. Assim, para garantir uma maior interacdo destes compostos com a
fase estacionaria € necesséria a acidificacdo da fase movel. Neste trabalho, tanto a
fase aquosa quanto a fase organica foram acidificadas com 100 mmol L™ de acido

féormico.

3.5 Condi¢cbes de Analise por LC-MS/MS
3.5.1 Condigdes do sistema de deteccao

Para otimizar as condicbes do espectrdbmetro de massas foram feitas
infusdes, ou seja, injecbes diretas no espectrometro de massas, com solugao
analitica 1,0 mg L™ de cada pesticida individualmente. A partir das infusdes foi
escolhido o modo de ionizagdo da fonte (eletronebulizagcdo positivo e/ou
eletronebulizacdo negativo), voltagem do capilar, energias de colisdo para
fragmentar o ion precursor e gerar ions produtos, temperatura da fonte, temperatura
e pressao do gas de dessolvatacdo e pressédo do gas de secagem.

Apé6s a escolha destas condicbes foram selecionados os ions a serem

monitorados para qualificacdo e quantificagdo dos compostos estudados.

3.6 Otimizacdo do método QUEChERS modificado para extragcao dos pesticidas

em amostras de solo

Devido a complexidade da matriz solo e aos baixos niveis de concentracao
em que o0s pesticidas sdo encontrados, o preparo de amostra se torna uma
importante etapa da andlise para a obtencdo de resultados confiaveis.

Neste trabalho foram realizadas modificacdes no método QUEChERS original
proposto por ANASTASSIADES et al. (2003). Para isto, foram realizados vérios
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testes para obter melhor extracdo dos compostos em estudo, das amostras de solo

proveniente de lavoura de arroz irrigado.

3.6.1 Otimizacao do método de extracéo

O método de extracdo foi inicialmente otimizado para a extracdo dos
pesticidas imazapique, imazetapir, clomazona e fipronil em solo proveniente de
lavoura de arroz irrigado, seguido de determinagao por HPLC-DAD. Sendo assim, 0s
ensaios 1 a 13, descritos na Tabela 6, foram otimizados para extracdo desses
pesticidas da matriz do solo. Observou-se que, para a grande maioria desses
ensaios realizados, os valores de recuperacdo para 0s herbicidas imazapique e
imazetapir ficavam abaixo de 70%, enquanto que os pesticidas clomazona e fipronil
apresentavam valores de recuperacao satisfatorios. Dessa forma, pode-se constatar
gue o ponto critico do método de extracdo otimizado foi com relacdo a extracdo dos
herbicidas imidazolinonas (imazapiqgue e imazetapir) do solo, devido suas
propriedades fisico-quimicas peculiares (carater anfétero e baixos valores de pKj).
Sendo assim, 0s ensaios 14 a 18, descritos na Tabela 6, foram otimizados somente
para a extracdo dos pesticidas imazapique e imazetapir da matriz do solo.

Também € necesséario ressaltar, que o0s niveis de concentracdo das
fortificacdes utilizadas (2,0 ou 5,0 mg kg™) para otimizacdo do método de extracao,
foram relativamente altos, devido a utilizacdo do sistema cromatografico HPLC-DAD.

A Tabela 6 apresenta os ensaios realizados para a otimizacado da etapa de

extragao.
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Nivel de

Ensaio* - . Extracao Clean-up
fortificacao
L ] 2 mL extrato + 475 mg MgSO,4+ 75 mg
5,0 g solo + 10 mL ACN — agitagdo manual 1 min — 2,0 g MgS0O,; +0,5¢g . .
N _ ) _ _ PSA — agitagdo manual 1 min —
1 2,0 mg kg’ NaCl + 0,5 g citrato de sédio — agitagdo manual 1 min — _ B )
_ . _ centrifugacao 3900 rpm por 10 min —
centrifugagcdo 3900 rpm por 10 min L
injecéao
o . ] . 2 mL extrato + 300 mg MgSOQO, + 250
2,5 g solo + 5 mL ACN 1% (v/v) &cido acético — agitacdo manual 1 min — o _
1 o L . mg PSA — agitagdo manual 1 min —
2 2,0 mg kg’ 1,5 g MgS0, + 0,8 g acetato de sédio — agitacdo manual 1 min — ) ~ _
_ . _ centrifugacao 3900 rpm por 10 min —
centrifugacdo 3900 rpm por 10 min L
injecao
. . ] . 2 mL extrato + 300 mg MgSQO, + 200
2,5 g solo + 5 mL ACN 1% (v/v) &cido acético — agitacao manual 1 min — o
1 o o _ mg Cys + 50 mg PSA — agitacao
3 2,0 mg kg’ 1,5 g MgS0, + 0,8 g acetato de sédio — agitacdo manual 1 min — _ . y
. . . manual 1 min — centrifugagéo 3900
centrifugacéo 3900 rpm por 10 min _ o
rpm por 10 min — injegao
_ _ o . 2 mL extrato + 300 mg MgSO, + 250
2,5 g solo + 5 mL ACN 1% (v/v) &cido acético — agitacdo manual 1 min — o .
1 o o _ mg C,s — agitagdo manual 1 min —
4 2,0 mg kg 1,5 g MgSO, + 0,8 g acetato de sodio — agitagdo manual 1 min — _ . ]
_ . _ centrifugagao 3900 rpm por 10 min —
centrifugacdo 3900 rpm por 10 min L
injecao
5,0 g solo + 5 mL agua ultrapura pH 9,0 — agitagcdo manual 1 min — 10 mL
L . _ . _ 2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
ACN — agitagdo manual 1 min — centrifugagao 3900 rpm por 10 min — L _
1 o . agitacdo manual 1 min —
5 5,0 mg kg transferéncia sobrenadante para tubo de 50 mL + 3,0 g MgSO, — agitagcéo

manual 1 min — adi¢éo de 3 gotas HCI (1:5, v/v) —

centrifugagédo 3900 rpm por 10 min

centrifugagéo 3900 rpm por 10 min —

injecao
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Ensaio Nivel de Extracs
nsaio xtracao
fortificacdo ¢

Clean-up

5,0 g solo + 10 mL agua ultrapura pH 9,0 — agitacdo manual 1 min — 10 mL
ACN — agitagao manual 1 min — centrifugacao 3900 rpm por 10 min —
6 5,0 mg kg™ transferéncia sobrenadante para tubo de 50 mL + 3,0 g MgSO, — agitagao
manual 1 min — adicao de 8 gotas HCI (1:5, v/iv) —

centrifugagdo 3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 50 mg PSA —
agitacao manual 1 min —
centrifugacéo 3900 rpm por 10 min

— injegéo

5,0 g solo + 10 mL agua ultrapura pH 9,0 — agitacdo manual 1 min — 10 mL
ACN — agitagdo manual 1 min — centrifugacéo 3900 rpm por 10 min —
7 5,0 mg kg™ transferéncia sobrenadante para tubo de 50 mL + 6,0 g MgSO, — agitagao
manual 1 min — adi¢&o de 8 gotas HCI (1:5, viv) —

centrifugacé@o 3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
agitacdo manual 1 min —
centrifugacéo 3900 rpm por 10 min

— injecao

5,0 g solo + 10 mL agua ultrapura pH 12,0 — agitagdo manual 1 min — 10 mL
ACN — agitagdo manual 1 min — centrifugagao 3900 rpm por 10 min —
8 5,0 mg kg™ transferéncia sobrenadante para outro tubo de 50 mL + 4,0 g MgSO, —
agitacdo manual 1 min — adicao de 10 gotas HCI (1:5, v/v) — centrifugacéo

3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
agitacao manual 1 min —
centrifugagdo 3900 rpm por 10 min

— injecéo

5,0 g solo + 10 mL agua ultrapura pH 12,0 — agitagdo manual 1 min — 10 mL
ACN — agitacao manual 1 min — 4,0 g MgSO, — agitacdo manual 1 min —
9  50mgkg* . . . .

adicdo de 9 gotas HCI (1:5, viv) — agitagdo manual 1 min — centrifugacao

3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
agitacao manual 1 min —
centrifugagdo 3900 rpm por 10 min

— injecéo
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Ensaio*

Nivel de

fortificacao

Extracéo

Clean-up

10

5,0 mg kg™

5,0 g solo + 10 mL solucao saturada hidroxido de calcio pH 12,0 — agitagéo
10 min — 10 mL ACN — agitacado vortex 1 min — 4,0 g MgSO, — agitagéo
vortex 1 min — adi¢do de 390 yL HCI 6 mol L* — agitagdo manual 1 min —

centrifugagéo 3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
agitacdo vortex 1 min —
centrifugagéo 3900 rpm por 10 min

— injecéo

11

5,0 mg kg™

5,0 g solo + 10 mL solucgéo saturada hidroxido de calcio pH 12,0 — banho
ultra-som 10 min — 10 mL ACN — agitacao vortex 1 min — 4,0 g MgSO, —
agitagdo vortex 1 min — adicdo de 390 pL HCI 6 mol L* — agitacdo manual 1

min — centrifugacao 3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
agitacao vortex 1 min —
centrifugacéo 3900 rpm por 10 min

— injegao

12

5,0 mg kg™

5,0 g solo + 10 mL solucdo saturada hidroxido de calcio pH 12,0 — agitagéo
vortex 1 min — 10 mL ACN — agitagéo vortex 1 min — 4,0 g MgSO,+ 2,0 g
NaCl — agitagéo vortex 1 min — adig&o de 390 uL HCI 6 mol L™ — agitagéo

manual 1 min — centrifugagéo 3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
agitacdo vortex 1 min —
centrifugacéo 3900 rpm por 10 min

— injecéo

13

5,0 mg kg™

5,0 g solo + 10 mL solug¢ao saturada hidréxido de calcio pH 12,0 — agitagéo
vortex 1 min — 10 mL ACN — agitacao vortex 1 min — 4,0 g MgSO,+ 3,0 g
NaCl — agitagdo vortex 1 min — adigdo de 390 uL HCI 6 mol L™ — agitacéo

manual 1 min — centrifugagéo 3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
agitacao vortex 1 min —
centrifugagdo 3900 rpm por 10 min

— injecéo

14

5,0 mg kg™

5,0 g solo + tempo fortificagdo (24 h) — 10 mL solugdo saturada hidroxido de
calcio pH 12,0 — agitagéo vortex 1 min — 10 mL ACN — agitacao vortex 1 min
— 4,0 g MgSO, + 3,0 g NaCl — agitagao vortex 1 min — adi¢ao de 184 yL HCI

6 mol L' — agitagdo manual 30 s — centrifugacdo 3900 rpm por 10 min

2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
agitacéo vortex 1 min —
centrifugacdo 3900 rpm por 10 min

— injecdo
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_ Nivel de
Ensaio* o Extragéo Clean-up
fortificacao
5,0 g solo + tempo fortificacdo (24 h) — 10 mL solucdo saturada hidroxido de 2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
15 - g calcio pH 12,0 — agitacdo 1 h — 10 mL ACN — agitacao vortex 1 min — 4,0 agitacdo vortex 1 min —
,0m
959 g MgSO, + 3,0 g NaCl — agitagao vortex 1 min — adigéo de 184 yL HCI 6 mol centrifugacao 3900 rpm por 10 min
L' — agitacdo manual 30 s — centrifugagéo 3900 rpm por 10 min — injecdo
5,0 g solo + tempo fortificacdo (24 h) — 20 mL solucao saturada hidréxido de
_ ) _ _ 2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
calcio pH 12,0 — agitacao vortex 1 min — 10 mL ACN — agitacao vortex 1 L .
N _ L _ agitacéo vortex 1 min —
16 5,0 mg kg min — 4,0 g MgSO, + 3,0 g NaCl — agitacao vortex 1 min — _ . _
o 1 o centrifugacao 3900 rpm por 10 min
adicdo de 390 pL HCI 6 mol L™ — agitagdo manual 30 s — L
_ _ — injegao
centrifugacéo 3900 rpm por 10 min
5,0 g solo + tempo fortificagdo (24 h) — 20 mL solugéo saturada hidroxido de
2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
calcio pH 12,0 — agitagdo 30 min — 10 mL ACN — agitagéo vortex 1 min — o _
1 L _ agitagdo vortex 1 min —
17 5,0 mg kg 4,0 g MgSO, + 3,0 g NaCl — agitagao vortex 1 min — _ . _
o 1 L centrifugacéo 3900 rpm por 10 min
adicdo de 390 pL HCI 6 mol L™ — agitagdo manual 30 s — L
_ _ — injecao
centrifugagéo 3900 rpm por 10 min
5,0 g solo + tempo fortificagdo (24 h) — 20 mL solugéo saturada hidroxido de
_ ] _ _ 2 mL extrato + 250 mg MgSO, —
célcio pH 12,0 — agitagdo 1 h — 10 mL ACN — agitacao vortex 1 min — o .
1 L _ agitagdo vortex 1 min —
18 5,0 mg kg 4,0 g MgSO, + 3,0 g NaCl — agitagao vortex 1 min —

adicao de 390 uL HCI 6 mol L™ — agitagdo manual 30 s —
centrifugacdo 3900 rpm por 10 min

centrifugacéo 3900 rpm por 10 min

— injecéo

* Os ensaios 1 a 13 foram otimizados para 0s pesticidas imazapique, imazetapir, clomazona e fipronil

* Os ensaios 14 a 18 foram otimizados somente para os pesticidas imazapique e imazetapir
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3.6.2 Otimizacao da etapa de clean-up dispersivo

Os extratos organicos obtidos apds etapa de extracdo de amostras de solo
foram submetidos a uma etapa de clean-up para melhorar a qualidade dos mesmos
com vista a analise cromatografica.

O ensaio de extracdo 16, otimizado para 0s pesticidas imazapique e
imazetapir, apresentou valores de recuperacéo satisfatorios para esses compostos.
No entanto, devido a necessidade de analisar um maior nUmero de compostos neste
trabalho, este método de extracdo foi avaliado incluindo também os pesticidas
tiametoxam, propiconazol, trifloxistrobina, clomazona e fipronil. Observou-se que os
valores de recuperacdo para alguns desses pesticidas (tiametoxam e propiconazol),
ficaram acima de 120%, possivelmente devido a presenca de interferentes
provenientes da matriz do solo. Sendo assim, constatou-se a necessidade de
otimizacdo da etapa de clean-up dispersivo, através da utilizacdo de outros
sorventes, tais como: amina primaria secundaria (PSA), alumina neutra, acida e
basica, florisil, carvdo vegetal ativado e sulfato de magnésio.

A avaliacdo do clean-up foi realizada transferindo-se diretamente 2 mL do
extrato liquido “branco”, obtido através do ensaio de extracdo 16, para um tubo de
polipropileno (capacidade de 15 mL), seguido de fortificagdo na concentragéo de 2,0
mg kg' com os pesticidas tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona,
propiconazol, fipronil e trifloxistrobina. Apds, realizou-se a adicdo dos sorventes que
foram testados, sendo realizada uma agitagcdo em vortex por 1 min, seguido de
centrifugacéo a 3900 rpm por 10 min, com posterior analise por HPLC-DAD.

Os sorventes testados bem como suas respectivas quantidades estéo

descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Sorventes e quantidades utilizados para a otimizagdo do clean-up

dispersivo

Ensaio de

clean-up

Sorvente

Quantidade

Ensaio 16.1
Ensaio 16.2
Ensaio 16.3
Ensaio 16.4
Ensaio 16.5
Ensaio 16.6
Ensaio 16.7
Ensaio 16.8

MgSO4/Alumina neutra
MgSO4/Alumina acida
MgSO4/Alumina basica
MgSO./ Florisil
MgSO,/Carvéo ativado
MgSO,/Carvéo ativado
MgSOQO./Carvéo ativado
MgSOQO./Carvéo ativado

Ensaio 16.9
Ensaio 16.10
Ensaio 16.11
Ensaio 16.12
Ensaio 16.13
Ensaio 16.14

MgSO./PSA
MgSO./PSA
MgSO./PSA
MgSO./PSA
MgSO.
MgSO.

250 mg/25 mg
250 mg/25 mg
250 mg/25 mg
250 mg/25 mg
250 mg/50 mg
250 mg/10 mg
250 mg/5 mg
250 mg/2 mg
250 mg/40 mg
250 mg/25 mg
250 mg/10 mg
250 mg/5 mg
250 mg
500 mg

Deste modo, foi possivel avaliar o sorvente mais eficiente e se ndo estédo

ocorrendo perdas dos analitos de interesse.

3.6.3 Escolha das amostras para a etapa de validacao

As amostras utilizadas para etapa de validacdo foram solos de vérzea,

obtidas de um experimento conduzido no Campus da Universidade Federal de Santa

Maria, onde foram coletados solos que ndo foram submetidos a nenhum tratamento

com pesticidas.

O solo utilizado nos estudos é classificado como Planossolo Hidromorfico

Eutréfico Arénico, pertencente a unidade de mapeamento Vacacai (EMBRAPA,

1999). Apresenta relevo plano a suavemente ondulado, substrato de sedimentos
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aluviais recentes. Em geral, essa unidade de mapeamento apresenta textura média
(15 a 25% de argila), com baixos a médios teores de matéria organica, pobres em
nutrientes e mal drenados, bastante influenciados pela presenca de agua,
condicionada pelo relevo (MARCHEZAN et al., 2006).

As propriedades fisico-quimicas deste solo s&o: pHagua (1:1) = 4,8; P = 6,0 mg
L K =120 mg L™; argila = 26%; M.O. = 2,3%; Ca = 5,0 cmol.L™"; Mg = 2,0 cmol. L™;
Al =1,7 cmol. L™ e indice SMP 5,1 (KRAEMER, 2008).

As amostras de solo foram coletadas, secas em temperatura ambiente e
passadas em peneira de malha de 2 mm. Apds, foram acondicionadas em frascos
de plastico e armazenadas a temperatura ambiente até a etapa de extragdo para o
processo de validacao.

Estas amostras, denominadas “amostras branco” nao devem apresentar
nenhum residuo de qualquer pesticida em estudo, para assim serem utilizadas para
as fortificacbes, na qual avalia-se a recuperacao (exatiddo) e precisdo do método de
extracao.

Sendo assim, para etapa de validacao, preliminarmente, as amostras foram
submetidas ao processo de extracdo e clean-up e os extratos foram injetados no
sistema LC-MS/MS para obter-se a confirmacdo da auséncia dos pesticidas em
estudo.

3.7 Validacdo do método QUEChERS modificado para andlise de pesticidas em
solo empregando LC-MS/MS

Apoés serem definidas as melhores condi¢cdes de separacdo cromatografica
para o método de extracao, a etapa seguinte foi a validagdo do método analitico.

Neste trabalho os parametros utilizados para a validacdo do método analitico
foram: curva analitica e linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
exatiddo (recuperacdo) e precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria). Estes
termos sdo conhecidos como parametros de desempenho analitico, caracteristicas

de desempenho, e algumas vezes, como figuras analiticas de mérito.
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3.7.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade das curvas analiticas foram avaliadas a partir das solucfes
analiticas contendo todos os pesticidas em estudo, preparadas conforme descrito no
item 3.3, no solvente acetonitrila e no extrato do solo, nas concentragdes de 0,2; 1,0;
2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 pug L™ para propiconazol e nas concentracdes de 1,0; 5,0; 10,0;
25,0; 50,0 e 100,0 pg L™ para tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona,
fipronil e trifloxistrobina.

As curvas analiticas no solvente foram injetadas uma vez e as curvas no
extrato da matriz (solo) foram injetadas trés vezes e os dados de regressao linear
foram obtidos com auxilio do software (Workstation Version 6.0) do equipamento. A
partir desses dados foi avaliado o coeficiente de determinac&o (%), obtendo assim a

linearidade das curvas analiticas.

3.7.2 Limite de deteccéo e limite de quantificacédo

O LOD do instrumento (LOD;) e o LOQ do instrumento (LOQ;) para cada
composto foi estimado a partir da relacdo sinal/ruido calculada pelo software do
equipamento, considerando no minimo 3 e 10 vezes a razdo do sinal pela linha de
base (ruido), respectivamente. Os limites instrumentais foram obtidos pela injecao de
solucdes analiticas de diferentes concentracdes preparadas em acetonitrila, seguida
de diluicao 1:1 (v/v) destas solucbes em fase mével (dgua ultrapura acidificada com
100 mmol L™ de &cido férmico e acetonitrila acidificada com 100 mmol L™ de &cido
férmico).

Os limites de deteccao e quantificacdo instrumentais foram expressos em g
L. JA4 os limites de deteccdo e quantificacdo do método, LOD, e LOQn
respectivamente, foram obtidos multiplicando-se o valor de LOD; e LOQ; pelo fator
obtido pelo método de extracdo (fator = 2), obtendo-se os valores de LOD,, e LOQn,

em pg kg™.
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3.7.3 Ensaios de fortificacdo para avaliacdo da exatiddo do método

Neste trabalho, para o estudo da exatiddo do método, foram utilizados
ensaios de fortificacdo, avaliando-se, dessa maneira, a recuperacdo dos compostos
em estudo. Foram realizadas seis fortificagbes das amostras “branco” em trés niveis
diferentes de concentragdo, totalizando 18 andlises. A recuperacdo dos compostos
foi avaliada nas concentracbes de 2; 10 e 20 ug kg™ para propiconazol e nas
concentraces de 10; 50 e 100 ug kg™* para tiametoxam, imazapique, imazetapir,
clomazona, fipronil e trifloxistrobina.

A exatiddo, expressa em percentagem de recuperacdo, foi calculada
conforme a Equacéo 2 (INMETRO, 2007):

R (%) = % x100 @)

3
onde:
C: = Concentracao determinada na amostra fortificada;
C, = Concentracao determinada na amostra nao fortificada;

C3 = Concentracdo usada para fortificacao.

O procedimento de extracdo das amostras fortificadas foi realizado 6 vezes,
para cada um dos niveis de fortificacdo e para isso, utilizaram-se amostras “branco”,
isto é, livre da presenca dos pesticidas em estudo, sendo que cada nivel de
fortificacao foi injetado uma vez, obtendo-se um n= 6 (6 extracdes x 1 inje¢ao).

Inicialmente, para o procedimento de extracdo do método QUEChERS
modificado, pesou-se 5,0 + 0,1 g de solo homogéneo diretamente em tubos de
polipropileno, com tampa rosqueada (capacidade 50 mL). Logo apds, efetuou-se a
fortificacdo em 3 niveis, utilizando-se micropipetadores autométicos, nas
concentracdes de 4; 20 e 40 pg kg™ para propiconazol e nas concentraces de 20;
100 e 200 pg kg™* para tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, fipronil e
trifloxistrobina. Os volumes das solu¢des analiticas, contendo todos os pesticidas
analisados por LC-MS/MS, adicionadas a cada nivel de fortificacdo, estdo
demonstrados no Apéndice A. Para inje¢éo no sistema LC-MS/MS, foram realizadas

diluicbes dos extratos finais na proporcdo 1:1 (v/v) em fase movel (agua ultrapura
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acidificada com 100 mmol L™ de acido férmico e acetonitrila acidificada com 100
mmol L™ de &cido férmico), de modo que os niveis de concentracdes finais
esperados foram 2, 10 e 20 pg kg™ para propiconazol e 10; 50 e 100 pg kg™ para
tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, fipronil e trifloxistrobina.

Apés fortificacdo, os solos foram homogeneizados através de agitacdo em
vortex por 1 min e mantidos a 4 °C por 24 h antes da extracdo. Segundo PINTO et
al. (2010), faz-se necessario certo tempo de contato entre a amostra e os analitos
para que ocorra a evaporacao do solvente e a maior interagcao entre 0s compostos e
a matriz.

Adicionou-se, com auxilio de uma pipeta volumétrica, 20 mL de solucéo
saturada de hidroxido de calcio pH 12,0, em cada tubo, e apds fecha-los efetuou-se
agitacdo em vortex por 1 min. Em seguida, adicionou-se 10 mL de acetonitrila em
cada tubo, e apoés fecha-los, agitou-se em vortex por 1 min.

Logo apds, acrescentou-se 4,0 e 3,0 g, respectivamente, de sulfato de
magneésio anidro e cloreto de sédio. Repetiram-se as agitacdes em vortex por 1 min,
assegurando-se da completa interacdo entre o extrato liqguido e os reagentes
sélidos. Apés, procedeu-se o ajuste do pH em 3,0, através da adicdo de 390 uL de
solucdo aquosa de &cido cloridrico 6 mol L™, seguido de agitacdo manual por 30 s e
posterior etapa de centrifugacdo a 3900 rpm, durante 10 min.

Posteriormente, para a etapa de clean-up dispersivo, transferiu-se
diretamente 2 mL de extrato liquido para outro tubo de polipropileno (capacidade de
15 mL), ja contendo 250 mg de sulfato de magnésio anidro, sendo novamente
agitados em vortex por 1 min, e também centrifugados como citado anteriormente.

Apo6s, em vial com capacidade para 2 mL, realizou-se uma diluicdo na
proporcao 1:1 (v/v) do extrato final em fase mével, no qual foram adicionados 0,5 mL
do extrato obtido apGs o clean-up dispersivo e 0,5 mL de fase moével, seguido de
analise por LC-MS/MS.

As Figuras 16 e 17 destacam as etapas efetuadas durante o procedimento de

extracao e clean-up.
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Cloreto de sédio

Ajuste do pH 3,0 (HCI 6 mol L™
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Anélise por LC-MS/MS
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Figura 16 - Representacdo esquematica do meétodo de determinacdo de

residuos de pesticidas em solo
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f)

Figura 17 - Algumas etapas e materiais utilizados durante o procedimento de
extracdo e clean-up do método QUEChERS modificado: a) tubos para extracéo
com amostra de solo, b) frascos contendo a amostra, 0s solventes e 0s sais
para a etapa de particdo, c) extrato apos centrifugacao, d) frascos para etapa
de clean-up antes da centrifugacao, e) centrifuga e f) extrato do clean-up apos

a centrifugacao
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3.7.4 Preciséo (repetitividade e precisao intermediaria)

A precisdo pode ser avaliada através de um valor numérico (RSD) que é
calculado através da Equacgdo 3 (RIBANI et al., 2004; GARP, 1999).

S
RSD (%) = - x100 (3)
m
onde:
s = estimativa de desvio padréo absoluto = {3(x — Xm)?/ N- 1}*2;
X; = valores individuais;
Xm = média das medidas em replicatas;

N = nimero de medidas.

Neste trabalho, o estudo da precisdo do instrumento foi realizado efetuando-
se trés injecBes de cada concentracdo das solu¢des analiticas preparadas no extrato
da matriz, no sistema LC-MS/MS.

A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSD,), foi efetuada
procedendo-se a extracdo e analise das amostras fortificadas. Cada nivel de
fortificacdo foi extraido seis vezes e cada extrato injetado uma vez.

A precisé@o intermediaria (RSDp;) do método foi avaliada utilizando-se dias

diferentes daqueles do estudo da repetitividade.

3.8 Avaliacédo do Efeito Matriz na resposta cromatografica

Quando a espectrometria de massas for empregada como sistema de
deteccdo em associacdo com a cromatografia liquida, algumas consideracfes
devem ser feitas em relacéo ao efeito matriz, uma vez que a matriz pode causar uma
supressdo da eficiéncia de ionizacdo e, consequentemente, pode ocorrer uma
reducéo na sensibilidade do método (ROGATSKI & STEIN, 2005).

Para desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos matriz na
analise cromatografica devem ser levados em consideracdo mesmo para comprovar

a auséncia ou presenca do fenbmeno sobre uma larga faixa de concentracdo do
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analito na matriz. Para isso, duas séries de solu¢cdes padrdo foram preparadas,
sendo uma em solvente puro (acetonitrila) e a outra em extratos da matriz (solo).
Para a avaliacdo da existéncia de efeito matriz nos extratos do solo nas
analises por LC-MS/MS, realizou-se a comparacao entre as inclinagcdes das curvas
obtidas empregando-se solu¢des analiticas em acetonitrila e aquelas obtidas com
solugBes analiticas preparadas em extrato de solo “branco”. O calculo foi efetuado
através da Equacao 4:
Efeito Matriz (%) _X=%2 4100 4
XZ
onde:
X1 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugBes analiticas de cada
pesticida, preparadas na matriz (solo);
X, = inclinagcdo da curva obtida pela injecdo das solucBes analiticas de cada

pesticida, preparadas em solvente (acetonitrila);

Dessa maneira, verifica-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento de
sinal) ou negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da andlise. Quando o
resultado for acima de 10% considera-se que o efeito matriz comeca a exercer
influéncia nas anélises (ZROSTLIKOVA et al., 2001). Neste caso, recomenda-se a

construcdo das curvas analiticas em extrato da matriz para minimizar o efeito matriz.

3.9 Aplicagao do método

O método desenvolvido e validado foi aplicado para a determinagdo de
residuos dos pesticidas tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona,
propiconazol, fipronil e trifloxistrobina em 9 amostras de solo de varzea provenientes
do cultivo do arroz irrigado. O experimento foi conduzido na varzea experimental do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria pelo Grupo de
Pesquisas em Arroz Irrigado e Uso Alternativo de Varzeas.

O solo utilizado nesse experimento é classificado como Planossolo
Hidromorfico Eutréfico Arénico com classe textural franco siltosa, com as seguintes

caracteristicas: pHagua (1:1) = 6,2; teor de argila = 20%; teor de matéria organica =
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3,2%: P=16,2mg LY K=180mg L™ Ca=5,5cmol. L*; Mg = 3,2 cmol. L™ e indice
SMP = 6,6. Saturac&o por Bases = 80% e CTC/pH 7 = 11,4 cmol. L™.

O experimento foi conduzido com a aplicacédo do produto comercial Only®,
constituido de uma mistura dos herbicidas imazetapir e imazapique (75 + 25 g L™,
respectivamente). Herbicidas deste grupo quimico sdo caracterizados por seus
efeitos a baixas doses de aplicagdo, amplo espectro de atuacdo no controle de
plantas daninhas e alta persisténcia no solo. Esta alta persisténcia no solo pode
levar a interferéncia destes compostos em outras culturas que venham a ser
cultivadas, as quais sejam sensiveis aos herbicidas dessa classe.

Na Tabela 8 estdo descritos os pesticidas aplicados no experimento, bem
como o produto formulado, identificacédo, tratamento e dose aplicada em amostras

de solo.

Tabela 8 - Pesticidas aplicados no experimento, produto formulado,

identificacdo, tratamento e dose aplicada em amostras de solo

Amostras de solo

Pesticidas Produto formulado Identificacao Dose aplicada
) _ Tratamento 1
aplicados (Marca Comercial) das amostras (mL ha™)
Al
A2 T1 500
A3
_ A4
Imazetapir + ®
_ Only A5 T2 1000
Imazapique
A6
A7
A8 T3 4000
A9

As amostras de solo foram coletadas, acondicionadas separadamente em
sacos de papel e armazenadas a temperatura ambiente, logo apos foram recebidas
no Laboratério de Analises de Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de
Quimica da UFSM, para posterior realizacdo das analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacdo do sistema cromatografico LC-MS/MS para determinacdo dos

compostos
A Tabela 9 apresenta as condi¢cbes empregadas no sistema cromatografico
LC-MS/MS para determinacdo dos pesticidas tiametoxam, imazapique, imazetapir,

clomazona, propiconazol, fipronil e trifloxistrobina.

Tabela 9 - Condi¢cGes empregadas no sistema cromatografico LC-MS/MS

Parametros Condicdes utilizadas
Coluna analitica Pursuit XRs Cig (50 x 2,0 mm d.i., 5,0 pum)
Ease movel Agua ultrapura e acetonitrila, ambas acidificadas com
100 mmol L™ de &cido férmico
60% A e 40% B de 0 a 5 min; sendo mudado para 40% A
Gradiente e 60% B de 5 a 12 min; mudando para 20% A e 80% B de
de eluicdo 12 a 12,05 min; e voltando a proporcao inicial 60% A e
40% B de 12,05 a 15 minutos
Vazéo 0,2 mL min™
Volume de injecao 10 pL
Detector Espectrometro de massas, do tipo Triplo Quadrupolo,

operando no modo MS/MS

% A: Agua ultrapura acidificada com 100 mmol L™ de acido férmico

% B: Acetonitrila acidificada com 100 mmol L™ de acido férmico

A coluna analitica composta por Ci3 como fase estacionaria e a fase movel
constituida por solventes mais polares demonstram a aplicacdo de um método de
cromatografia em fase reversa, na qual analitos de polaridade intermediaria sao
analisados (COLLINS et al., 2006; CALDAS, 2009).

Dentre os gradientes de eluicdo de fase movel apresentados no item 3.4.1, o
gue forneceu melhor separacéo dos pesticidas em estudo, em um menor tempo de

corrida cromatografica foi o gradiente 3, que consiste em: 60% A e 40% B de 0 a 5
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min; sendo mudado para 40% A e 60% B de 5 a 12 min; mudando para 20% A e
80% B de 12 a 12,05 min; e voltando a proporc¢ao inicial 60% A e 40% B de 12,05 a
15 min, resultando em um tempo total de analise de 15 min.

Entre as vazdes de fase movel e os volumes de injecao testados, a vazao de
0,2 mL min™ e o volume de 10 pL foram os selecionados para este trabalho.

Ao empregar MS/MS é possivel detectar individualmente os compostos, que
nao foram separados pela técnica cromatogréafica utilizada, através do modo de
aquisicdo MRM, se possuirem diferentes massas molares e gerarem diferentes
espectros de massas. Assim, LC-MS/MS possibilita a obtencdo de uma grande
guantidade de informacdo estrutural acerca do analito, 0 que assegura sua
identificacdo com maior exatiddo do que quando ela é feita apenas com base nas
caracteristicas de retencdo dos compostos analisados, como ocorre nas outras
técnicas de deteccdo cromatograficas (CHIARADIA et al.,, 2008). Entretanto, a
separacdo cromatogréafica é importante para assegurar a eficiéncia da ionizacéo dos
compostos, aumentando a sensibilidade dos fragmentos selecionados, além das
condicBes otimizadas para a fragmentacdo dos compostos que devem se apresentar

adequadas a vazao de fase movel empregada.

4.2 Condi¢fes do sistema LC-MS/MS

Para o espectrometro de massas, a partir da realizagdo das infusbes foi
determinado que as melhores condi¢cbes de fragmentacdo dos ions monitorados
seriam utilizando a fonte de ionizagdo a pressao atmosférica (API) com
eletronebulizagdo no modo positivo (ESI+) para os pesticidas tiametoxam,
imazapique, imazetapir, clomazona, propiconazol, trifloxistrobina e eletronebulizagdo
no modo negativo (ESI-) para fipronil. A analise dos compostos foi realizada numa
mesma corrida, sendo a interface por eletronebulizagdo programada para mudar o
modo de ionizacdo, entre positivo e negativo, durante a corrida cromatografica. A
temperatura da fonte foi 50 °C, a temperatura do gas de dessolvatacdo (N;) foi 250
°C, a presséao do gas de dessolvatacéao foi 40 psi, a pressao do gas de secagem (N2)
foi 20 psi e a voltagem da agulha foi 5000 V.

A fonte de ionizacdo a pressao atmosférica (API) foi empregada com interface

por eletronebulizacdo (ESI), devido a moderada polaridade da maioria dos analitos.
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ESI é a interface mais indicada para compostos neutros ou polares, que podem ser
protonados ou desprotonados em condi¢des apropriadas de pH (ARDREY, 2003;
CALDAS, 2009). Na ESI ocorre a producédo de ions do analito na fase liquida, a
transformacdo destes em ions gasosos, que em seguida sdo introduzidos no
espectrometro de massas (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

A Tabela 10 apresenta os pesticidas analisados por LC-MS/MS, usando modo
de ionizacdo ESI+ e ESI-, modo de aquisicAio MRM, os ions precursores e ions
produtos, energia de colisdo para as duas transicdes monitoradas e tempo de

retencdo dos compostos estudados.

Tabela 10 - Pesticidas analisados por LC-MS/MS, modo de ionizacédo ESI (+/-) e
modo de aquisicdo MRM, ions precursores e ions produtos, e energia de

coliséo para as duas transi¢cdes monitoradas

12 Transicao 22 Transicao
(quantificacao) (confirmacdo)
fon fon Energia fon fon Energia
Pesticida t? Precursor Produto Colisdo Precursor Produto Coliséo
(min) (m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z) (eV)
Tiametoxam 1,0 292 181 20,5 292 210,9 11,5
Imazapique 1,2 276 231 18 276 234 16,5
Imazetapir 1,6 290 245 19 290 248 17
Clomazona 4.4 240 125 18 240 88,8 39,5
Propiconazol 6,9 342 158,9 25,5 342 69 14
Fipronil 7,8 435 329,7 15,5 435 249,6 26,5
Trifloxistrobina 9,8 409 186 15 409 205,9 11,5

Scan Time: 1,0 s

Para cada composto foram selecionadas duas transi¢cdes caracteristicas,
como apresentado na Tabela 10, vantagem fornecida por um analisador de massas
sequencial, LC-MS/MS. A transicdo mais intensa (mais estavel) foi utilizada para a
quantificacdo dos compostos e a segunda transicdo mais intensa para a confirmacéo
dos mesmos. A Figura 18 apresenta um cromatograma total obtido no modo ESI

(+/-) para uma solucdo analitica na matriz contendo os pesticidas, empregando-se
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as condicdes selecionadas para o LC-MS/MS. A Figura 19 apresenta um
cromatograma no modo MRM, onde foram monitorados apenas os ions utilizados

para a quantificacdo dos compostos em estudo nas condi¢cdes selecionadas para o
sistema LC-MS/MS.

Mol

25
781

= tempo (o)

o
o
P
(=5

Figura 18 - Cromatograma total obtido no modo ESI (+/-) para uma solucao
analitica na matriz contendo 25 pg L™ dos pesticidas em estudo (tiametoxam,
tr = 1,0 min; imazapique, tr = 1,2 min; imazetapir, tr = 1,6 min; clomazona, tg =
4,4 min; propiconazol, tr= 6,9 min; fipronil, tr=7,8 min; trifloxistrobina, tr=9,8
min)
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kCDunt&; 292.0=181.0 [-20.5%]

1 DD—; Tiametoxam

[
MCounts] 76 031 .0 [-18.0%]

23 Imazapique

M Count 240.0=129 0 [-18.0V] Clomazona

MCounts 342 081589 [-25.5Y] Propiconazol
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2—; Trifloxistrobina

tempo (min)

Figura 19 - Cromatogramas no modo MRM obtido para uma solucédo analitica
na matriz contendo 25 pg L' de cada pesticida em estudo, contendo as

transicbes empregadas para a quantificacao

Visualizando o cromatograma total obtido no modo ESI (+/-) (Figura 18) e o
cromatograma de MRM (Figura 19), observa-se que 0s compostos tiametoxam e
imazapique co-eluiram, pois apresentaram tempo de retengdo muito semelhante,
eluindo em 1,0 e 1,2 min, respectivamente. Portanto, ndo houve separacao
adequada, mas, como o detector empregado é um espectrébmetro de massas, e este
detecta pela massa do composto, tem-se a grande vantagem de nao necessitar uma
perfeita separacdo cromatografica de cada analito contido na solugéao
(FERNANDEZ-ALBA, 2005). Além disso, foram usadas duas transicbes para as
analises de cada composto, o que torna a técnica altamente seletiva.

A deteccao de pesticidas e/ou demais analitos em misturas ou em amostras

mais complexas, pode ser um problema para a LC, quando a resolucdo dos
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cromatogramas néo esta adequada, com detectores tradicionais, como por exemplo,
detector UV ou até mesmo detector DAD, os quais ndo sdo especificos suficientes
quando as diferencas espectrais sdo pequenas, prejudicando a quantificacéo.
Entretanto, o emprego de LC-MS/MS pode contornar estes problemas de separacao
cromatografica, pois o detector de massas sequencial operando no modo MRM é
altamente seletivo para os analitos da mistura (FERNANDEZ-ALBA, 2005; PICO et
al., 2004). Esta seletividade pode ser observada neste estudo, como esta
representado na Figura 19, na qual se observa que 0s compostos tiametoxam e

imazapique foram identificados mesmo com tempos de retengdo muito préximos.

4.3 Otimizacdo do método de extracdo QUEChERS modificado

4.3.1 Avaliagéo dos ensaios de extragao

Para avaliar os dezoito ensaios de extracdo realizados neste estudo, utilizou-
se uma amostra “branco” de solo, fortificada nas concentracées 2,0 ou 5,0 mg kg™.
Os resultados dos dezoito ensaios de extracdo descritos no item 3.6.1, estédo
apresentados na Tabela 11.

A partir destes testes preliminares, foi possivel avaliar quais dos métodos de
extracdo apresentaram as melhores recuperacdes para 0s compostos em estudo.

Os ensaios de extracdo do 1 a 13 foram otimizados para extracdo dos
pesticidas imazapique, imazetapir, clomazona e fipronil em solo proveniente de
lavoura de arroz irrigado, seguido de determinacdo por HPLC-DAD. De maneira
geral, observa-se na Tabela 11, que para a grande maioria desses ensaios
realizados, os herbicidas do grupo imidazolinonas, imazapique e imazetapir,
apresentaram baixos valores de recuperacao (< 70%), o que demonstra a grande
dificuldade encontrada na otimizacdo do método QUEChERS modificado para
extracdo desses compostos em solo proveniente de lavoura de arroz irrigado. J& os
pesticidas clomazona e fipronil apresentaram valores de recuperacdo satisfatorios
para a grande maioria dos ensaios realizados, pois estdo dentro dos valores aceitos,
conforme descrito na literatura para métodos cromatograficos aplicados para
determinacdo de residuos de pesticidas, os quais devem estar entre 70 e 120%
(SANCO, 2007).
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Tabela 11 - Recuperagfes meédias (%) obtidas nos ensaios de extracéo

Pesticidas
Ensaio Imazapique Imazetapir Clomazona Fipronil
Ensaio 1 0 0 81,3 93,8
Ensaio 2 0 0 101,6 94,9
Ensaio 3 1,5 10,3 93,8 91,4
Ensaio 4 9,7 14,5 94,8 91,6
Ensaio 5 35,9 42,1 88,9 95,2
Ensaio 6 22,8 29,6 92,4 105,6
Ensaio 7 36,7 42,7 87,3 92,7
Ensaio 8 53,4 50,8 85,6 94,9
Ensaio 9 79,9 59,9 87,9 83,9
Ensaio 10 78,3 69,5 80,2 87,9
Ensaio 11 67,1 60,5 73,9 75,7
Ensaio 12 78,2 73,1 109,3 99,4
Ensaio 13 80,8 74,8 105,3 96,5
Ensaio 14 84,1 71,3 - -
Ensaio 15 89,1 76,0 - -
Ensaio 16 87,6 88,7 - -
Ensaio 17 85,8 84,8 - -
Ensaio 18 95,0 84,8 - -

Dessa forma, pode-se constatar que o ponto critico do método de extracéo
otimizado foi com relacdo a extracado dos herbicidas imidazolinonas, imazapique e
imazetapir, devido suas propriedades fisico-quimicas peculiares (carater anfétero e
baixos valores de pK,). Sendo assim, foram realizados mais cinco ensaios de
extracdo, (ensaios 14 a 18), os quais foram otimizados somente para a extracao
desses compostos da matriz do solo.

A Figura 20 apresenta os valores de recuperagao (%) dos pesticidas
imazapique e imazetapir obtidos a partir dos ensaios de extracdo 14 a 18.
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Figura 20 - Recuperacdes (%) dos pesticidas imazapique e imazetapir, obtidas

a partir dos ensaios de extracdo 14 a 18

De acordo com o item 3.6.1, 0os ensaios de extracdo 14 e 15 foram realizados
de maneira semelhante, sendo que a Unica diferenca entre eles consiste no tempo
de agitacdo entre o solo e a solucdo de extracdo alcalina, de 1 min e 1 h,
respectivamente. J& os ensaios 16, 17 e 18 também foram realizados de maneira
semelhante, sendo que a Unica alteracao entre eles foi com relacdo aos tempos de
agitacao entre o solo e a solucdo de extracdo alcalina, de 1 min, 30 min e 1 h,
respectivamente.

Analisando a Tabela 11 e a Figura 20, observa-se que 0s ensaios de extracao
14 a 18 apresentaram valores de recuperacdo satisfatérios para os pesticidas
imazapique e imazetapir. No entanto, o ensaio de extracdo 16, quando comparado
com os demais ensaios, foi 0 que apresentou melhores condi¢cdes de extragao, pois
resultou em valores de recuperacdo satisfatorios para os pesticidas imazapique e
imazetapir, com proporcionalidade entre estes valores, além de utilizar um menor
tempo de agitacao entre o solo e a solucao de extracao alcalina.

Deste modo, o método de extragdo escolhido neste estudo foi o ensaio 16
que emprega 5,0 g de solo, 20 mL de solugéo saturada de hidréxido de calcio pH
12,0 e 10 mL de acetonitrila como solventes de extracdo, 4,0 g de sulfato de
magneésio anidro e 3,0 g de cloreto de sédio para etapa de particdo, seguido de
etapa de ajuste do pH em 3,0, através da adi¢cdo de 390 uL de solucdo aquosa de
HCI 6 mol L™.



92

Segundo PRESTES et al. (2009), para garantir de maneira simples uma maior
eficiéncia do procedimento de preparo de amostra, usualmente, € utilizada a menor
guantidade possivel de amostra, desde que esta garanta representatividade
estatistica ao resultado final. Conforme item 3.6.1, no qual sdo apresentados 0s
ensaios de extracao realizados, foram testadas diferentes quantidades de solo, a fim
de minimizar o volume de solvente para extracdo e gerar o menor volume de
residuos. A massa escolhida para realizacdo dos experimentos foi de 5,0 g, pois
apresentou melhores resultados de recuperacdo, comparada a massa de 2,5 g de
solo.

A selecdo do solvente de extragdo é um dos pontos fundamentais no
desenvolvimento de um método de extracdo multirresiduo. Muitos aspectos devem
ser considerados, entre eles: habilidade de extracdo de um amplo espectro de
pesticidas com diferentes polaridades, apresentar seletividade durante a extragao,
particdo e clean-up, compatibilidade com diferentes técnicas cromatograficas, baixo
custo, seguranca, além de observar a legislacdo ambiental (PRESTES et al., 2009).
Dessa forma, os solventes e os volumes de solventes escolhidos para extracdo dos
pesticidas neste estudo foram: 20 mL de solu¢éo saturada de hidréxido de calcio pH
12,0 e 10 mL de acetonitrila pura, pois apresentaram resultados satisfatorios de
recuperacdo em comparagao aos outros solventes estudados.

A utilizacdo de solucdes aquosas alcalinas, como solucdo saturada de
hidroxido de célcio pH 12,0, é apropriada para extracdo de herbicidas
imidazolinonas, pois minimiza o uso de solventes orgéanicos, além da simplicidade de
preparo (RAMEZANI et al., 2009). Além disso, os herbicidas do grupo
imidazolinonas apresentam valores de pK, na faixa de 2,0 a 3,9, entdo o uso de
uma solucdo para extracdo com pH alcalino faz-se necessério, pois proporciona o
aumento da solubilidade devido a desprotonagcao dos herbicidas (RAMEZANI et al.,
2009). Em relagdo ao volume utilizado da solugdo de extracdo alcalina, estudo
recente realizado por RAMEZANI et al. (2009) demonstrou que a proporgéo solo:
solugdo de extracdo alcalina (1:4, m/v) resultou em melhores porcentagens de
extracdo desses herbicidas. Assim, no método de extracdo QUEChERS modificado
otimizado neste trabalho utilizou-se 5,0 g de solo e 20 mL de solucdo saturada de
hidréxido de calcio pH 12,0, pois esta propor¢do solo:solucdo de extracdo alcalina
(1:4, m/v) resultou em valores satisfatorios de recuperacdo para os herbicidas

imidazolinonas, bem como para os demais pesticidas estudados.
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A acetonitrila, também foi utilizada como solvente de extragdo, pois
proporciona a extracdo de uma ampla faixa de pesticidas com diferentes
polaridades. Além disso, a acetonitrila ndo é classificada como um agente
carcinogénico e nao é persistente no meio ambiente, e sua baixa volatilidade reduz a
exposicao do analista (ANASTASSIADES et al., 2003).

Conforme item 3.6.1, no qual s&o apresentados o0s ensaios de extragcao
realizados, foram testadas diferentes quantidades de MgSO, e NaCl na etapa de
particdo, sendo que a quantidade escolhida foi de 4,0 g de MgSO, e 3,0 g de NacCl,
pois apresentaram melhores resultados de recuperacdo para o0s pesticidas
estudados, comparada as outras quantidades avaliadas.

A adicdo de sais é utilizada para promover o efeito “salting out” em varios
métodos multirresiduos, incrementando o nivel de recuperacdo para analitos mais
polares. A adi¢do de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa,
bem como a quantidade de a4gua na fase organica e vice-versa (PRESTES et al.,
2009).

A adicdo de sulfato de magnésio e cloreto de s6dio promove uma particao
liquido-liquido, facilitando a remocéao de componentes polares da matriz. Além disso,
o sulfato de magnésio anidro € um agente secante muito eficiente, sendo sua
hidratacdo um processo exotérmico, tendo como resultado um aquecimento do tubo
utilizado entre 40 e 45 °C durante as etapas de extracao/particdo. Este aquecimento
é favoravel para extracdo dos pesticidas e ajuda a confirmar que a agua esta sendo
removida da solucdo (ANASTASSIADES et al., 2003).

Apés etapa de adicdo de sais (MgSO, e NaCl), fez-se necessario a
acidificacdo do extrato em pH 3,0, pois esse valor de pH encontra-se entre 0s
valores de pKa dos herbicidas imidazolinonas (imazapique e imazetapir), os quais
estardo na forma neutra e solubilizados na fase organica, sendo, portanto
recuperados na etapa de particao.

Segundo TOMLIN (2003), o pKa; do herbicida imazapique € igual a 2,0 e seu
pKa, € igual a 3,6, ja o herbicida imazetapir possui pKaj igual a 2,1 e pKa; igual a
3,9. Quando o pH da solucdo do solo estiver acima do pKa, desses herbicidas, os
mesmos estardo na forma ionizada (anidnica) e portanto, solubilizados na fase
aguosa. No entanto, quando o pH da solucdo do solo estiver entre os valores de
pKa; e pKa,, esses herbicidas estardo, predominantemente, na forma neutra e

portanto, solubilizados na fase organica.
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Logo apods, foi realizada centrifugacdo para a separacao fisica das fases e
clean-up dispersivo com MgSO, para remocdo da agua residual e precipitacdo de
co-extrativos polares da matriz, seguido de analise por HPLC-DAD.

Devido a necessidade de analisar um maior numero de pesticidas neste
trabalho, o ensaio de extracdo 16 foi avaliado incluindo também, os pesticidas
clomazona, fipronil, propiconazol, tiametoxam e trifloxistrobina, seguido de
determinacdo por HPLC-DAD. Observou-se que os valores de recuperagcdo para
alguns desses pesticidas (tiametoxam e propiconazol), ficaram acima de 120%,
possivelmente devido a presenca de interferentes provenientes da matriz do solo.
Sendo assim, constatou-se a necessidade de otimizacdo da etapa de clean-up
dispersivo, através da utilizacdo de outros sorventes, a fim de reduzir ou eliminar co-
extrativos da matriz do solo.

Dessa forma, apods otimizacdo do método QUEChERS modificado, realizou-se
a etapa de validacdo do método, utilizando o sistema cromatografico LC-MS/MS.

4.4 Otimizacao da etapa de clean-up dispersivo

Vérios estudos sugerem uma etapa de clean-up dos extratos para reduzir ou
eliminar co-extrativos das amostras antes da analise cromatografica (HAJSLOVA et
al., 1998). No entanto, a etapa de clean-up pode resultar na perda parcial de
pesticidas além de aumentar o tempo e o0 custo das andlises (SCHENCK &
LEHOTAY, 2000).

Na etapa de otimizacdo do clean-up dispersivo, a qual foi realizada para os
sete pesticidas em estudo, através da utilizacdo do ensaio de extragdo 16, foram
testados os sorventes: alumina neutra, acida e basica; florisil; amina primaria
secundaria (PSA); e carvao vegetal ativado, em combinacdo com sulfato de
magneésio; e também sulfato de magnésio, o qual foi utilizado separadamente.

A Figura 21 mostra a influéncia dos sorventes florisil, alumina neutra, basica e
acida, em combinacdo com sulfato de magnésio (250 mg), na taxa de recuperacao

dos pesticidas estudados.
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M Florisil (25 mg) B Alumina neutra (25 mg) O Alumina basica (25 mg) B Alumina acida (25 mg)
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Tiametoxam  Imazapique Imazetapir Clomazona Propiconazol Fipronil Trifloxistrobina

Pesticidas
Figura 21 - Recuperacdes (%) dos pesticidas utilizando florisil, alumina neutra,

basica e acida em combinacdo com sulfato de magnésio, na etapa de clean-up

Florisil, alumina neutra, basica e &cida sdo sorventes polares, utilizados
principalmente para remover interferéncias polares do extrato, durante etapa de
clean-up. Dessa forma, observa-se na Figura 21, que florisil, alumina neutra, basica
e acida, em combinagdo com sulfato de magnésio (250 mg), ndo proporcionaram
resultados satisfatérios, pois diminuiram a taxa de recuperacdo dos pesticidas
imazapique e imazetapir, devido a adsor¢cédo. Obtiveram-se valores de recuperacao
satisfatorios para os pesticidas clomazona e fipronil, no entanto os pesticidas
tiametoxam, propiconazol e trifloxistrobina apresentaram valores de recuperacgéo
acima de 120%, devido possivelmente a presenca de interferentes provenientes da
matriz que co-eluiram no tempo de retencdo desses compostos, dificultando a
quantificacdo no sistema HPLC-DAD.

PSA é um adsorvente de troca anibnica fraco, com a habilidade de remover
acidos graxos, acucares, alguns pigmentos e outros co-extratos da matriz que
formam pontes de hidrogénio (MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004). A estrutura
bidentada do PSA tem um elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos
amino primario e secundario. As taxas de recuperacao dos pesticidas obtidos pelo
método QUEChERS modificado, utilizando diferentes quantidades de PSA em

combinacdo com sulfato de magnésio (250 mg), estdo mostradas na Figura 22.
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Figura 22 - Recuperacdes (%) dos pesticidas utilizando diferentes quantidades

de PSA em combinacdo com sulfato de magnésio, na etapa de clean-up

Embora a utilizacdo de PSA resulte em extratos incolores, podemos observar
na Figura 22, que aumentando a quantidade de PSA utilizado na etapa de clean-up,
os valores de recuperacdo diminuem para imazapique e imazetapir. A explicacao
que justifica esse fato é que PSA quando utilizado como sorvente, pode reter
pesticidas contendo grupos de &cido carboxilico em sua estrutura, reduzindo o
potencial de recuperacdo destes compostos (LEHOTAY, 2007). No entanto,
obtiveram-se valores de recuperacdo satisfatérios para os outros pesticidas em
estudo, exceto para propiconazol, que apresentou recuperacdo acima de 120%,
devido possivelmente a presenca de interferentes provenientes da matriz.

A etapa de clean-up com carvdo ativado é muito utii na remocao de
pigmentos da matriz. Entretanto, a utilizacdo do carvao ativado pode levar a perdas
de certos compostos como o0s pesticidas de baixa polaridade e pesticidas com
estrutura planar durante o clean-up dispersivo em fase solida (DIEZ et al., 2006).

A Figura 23 mostra a influéncia de diferentes quantidades de carvao ativado
em combinacdo com sulfato de magnésio (250 mg), utilizando o método QUEChERS

modificado, na taxa de recuperacao dos pesticidas em estudo.
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Figura 23 - Recuperacdes (%) dos pesticidas utilizando diferentes quantidades

de carvéao ativado em combinacdo com sulfato de magnésio, na etapa de clean-

up

Embora a utilizacdo de carvao ativado resulte em extratos incolores, observa-
se na Figura 23, que o aumento da quantidade de carvdo ativado combinado com
sulfato de magnésio, diminuiu as taxas de recuperacgdo, principalmente para 0s
pesticidas propiconazol e trifloxistrobina. Quantidades iguais ou superiores a 50 mg
de carvao ativado, tornam a técnica inviavel devido a adsor¢éo acentuada de todos
0s pesticidas, reduzindo as taxas de recuperacao para valores abaixo de 70%.

Dessa maneira, neste trabalho, foi selecionado o ensaio 16.13 (item 3.6.2)
para a etapa de clean-up dispersivo, que utiliza como sorvente somente MgSO, (250
mg). Embora este sorvente resulte em extratos de coloracdo amarelada, este
apresenta resultados de recuperacdo satisfatorios para a maioria dos pesticidas
estudados, principalmente para imazapique e imazetapir. As taxas de recuperacao
dos pesticidas, utilizando diferentes quantidades de MgSO, para a etapa de clean-

up, estdo mostradas na Figura 24.
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Figura 24 - Recuperacdes (%) dos pesticidas utilizando sulfato de magnésio

em diferentes quantidades na etapa de clean-up

Observa-se na Figura 24, que a utilizacdo de sulfato de magnésio (250 mg)
apresentou resultados de recuperacao satisfatorios para a maioria dos pesticidas
estudados, exceto para tiametoxam e propiconazol que apresentaram valores de
recuperacdo acima de 120%, devido possivelmente a presenca de interferentes
provenientes da matriz que co-eluiram no tempo de retencédo desses compostos. No
entanto, como a etapa de validacdo do método de extracdo otimizado foi realizada
utilizando o sistema cromatografico LC-MS/MS, a presenca desses interferentes da
matriz torna-se irrelevante, devido ao monitoramento do ion selecionado.

A utilizacdo de sulfato de magnésio como sorvente para clean-up apresenta
como vantagem a remoc¢do da &gua residual do extrato final, antes da inje¢cdo no
sistema cromatografico. Segundo PRESTES et al. (2009), esta etapa de remocéo de
agua proporciona um extrato final de menor polaridade, facilitando assim a
precipitacdo de co-extrativos polares da matriz.

Em relagdo a quantidade de sorvente utilizado, a que apresentou melhor
relacdo custo/beneficio foi a de 250 mg, embora a quantidade de 500 mg também
tenha apresentado bons resultados para a maioria dos pesticidas estudados, mas
deve-se considerar também o custo do material. Além disso, a quantidade de 250
mg de sulfato de magnésio proporcionou maiores valores de recuperagdo para 0s

pesticidas imazapique e imazetapir, em comparacdo com a quantidade de 500 mg.
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Por estes motivos, o sorvente sulfato de magnésio (250 mg) foi selecionado para a
etapa de clean-up dispersivo neste trabalho, dispensando assim, a necessidade de
utilizacao de sorventes caros.

Portanto, o estudo do clean-up dos extratos € relevante no sentido de
preservar o sistema cromatografico e diminuir o efeito matriz provocado pelos

constituintes da amostra e os seus produtos de degradacao.

4.5 Método de extracdo otimizado

A partir dos testes previamente apresentados, obteve-se o procedimento de
extracdo otimizado, utilizado para a validacdo do método proposto e para a
determinacao da concentragao residual dos pesticidas nas amostras de solo.

O procedimento de extracdo otimizado esta descrito no item 3.7.3. O método
envolve uma etapa de extracdo com solucéo saturada de hidréxido de calcio pH 12,0
e acetonitrila, uma etapa de particdo com os sais sulfato de magnésio e cloreto de
s6dio, uma etapa de ajuste do pH em 3,0 com solucdo aquosa de HCI 6 mol L™ e
uma etapa de clean-up dispersivo com sulfato de magnésio.

Para a etapa de validacdo do método QUEChERS modificado utilizado neste
trabalho, foram necessarias amostras “branco” e as fortificac6es foram avaliadas em
trés niveis, 2, 10 e 20 pg kg™ para propiconazol e nos niveis de 10, 50 e 100 pg kg™
para tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, fipronil e trifloxistrobina.

A Figura 25 demonstra todas as etapas do método de extracdo otimizado
(QUEChERS modificado).
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Fortificacdo em 3 niveis
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Figura 25 - Representacdo esquematica do meétodo de determinacdo de

residuos de pesticidas em solo, utilizando o método QUEChERS modificado
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4.6 Validacdo do Método QUEChERS modificado

Todas as solucfes analiticas empregadas neste estudo foram preparadas em
solvente (acetonitrila) e no extrato do solo (Método QUEChERS modificado), assim
foi possivel avaliar o efeito da presenca do extrato da matriz na determinacao dos
valores de LOD e LOQ (instrumento e método), da linearidade das curvas analiticas
(faixa linear, equacéo da curva e coeficiente de determinacéo), uma vez que o efeito
matriz pode influenciar os resultados, dependendo dos compostos e da técnica
cromatografica empregada. Sendo assim, foi realizada a validagdo do método
QUEChERS modificado para a analise dos pesticidas, segundo os parametros

descritos a sequir.
4.6.1 Curva analitica e linearidade

As Tabelas 12 e 13 apresentam as equacfes das curvas analiticas em
solvente (acetonitrila) e no extrato da matriz, coeficiente de determinacdo (r?) e

intervalo linear para os pesticidas estudados.

Tabela 12 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos pesticidas em
acetonitrila, empregando QUEChERS modificado e LC-MS/MS

o Equacéo dareta 5 Intervalo linear

Pesticida r 1
(y =ax +b) (Mg L)

Tiametoxam y =1.10% - 4.10° 0,9927 1,0 - 100,0

Imazapique y =1.10% - 2.10° 0,9989 1,0 - 100,0

Imazetapir y =2.10% - 2.10° 0,9989 1,0 - 100,0

Clomazona y = 6.10% - 1.10° 0,9986 1,0-100,0

Propiconazol y =1.10"% - 8.108 0,9998 0,2 - 20,0

Fipronil y =2.10% + 1.10° 0,9998 1,0 - 100,0

Trifloxistrobina y = 2.10% - 3.10° 0,9986 1,0 - 100,0
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Tabela 13 - Resultados obtidos para as curvas analiticas dos pesticidas no
extrato da matriz, empregando QUEChERS modificado e LC-MS/MS

Pesticida Equacédo dareta 2 Intervalo linear
(y = ax +b) (ug L™

Tiametoxam y=9.10"x - 1.10° 0,9967 1,0 - 100,0
Imazapique y =1.10% + 1.10° 0,9985 1,0 - 100,0
Imazetapir y =2.10% + 1.10° 0,9997 1,0 - 100,0
Clomazona y = 5.10% - 3.10° 0,9999 1,0 - 100,0
Propiconazol y =1.10"% + 4.10° 1,0000 0,2 - 20,0
Fipronil y =2.10% + 2.10° 0,9999 1,0 - 100,0
Trifloxistrobina y =2.10% - 6.10° 0,9998 1,0 - 100,0

Observando-se os coeficientes angulares (a) das equacdes das retas em
solvente e no extrato da matriz, pode-se perceber que o propiconazol apresenta
maior sensibilidade dentre os pesticidas analisados por LC-MS/MS.

A partir dos resultados das equacdes das retas obtidas, pode-se concluir que
o modelo linear é bastante adequado ja& que os coeficientes de determinacdo (r?)
foram todos maiores que 0,9927 para as curvas analiticas preparadas em solvente
(acetonitrila) e maiores que 0,9967 para as curvas preparadas no extrato da matriz,
0 gue é satisfatorio segundo a literatura (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

4.6.2 Determinacéo dos valores de LOD e LOQ, do instrumento e do método

Os valores de limite de deteccdo e de quantificacdo foram obtidos através da
relacdo sinal/ruido como apresentados no item 3.7.2. Na Tabela 14 estdo listados os
valores de LOD e LOQ do instrumento e do método para os pesticidas estudados.
As solucdes analiticas utilizadas para este fim foram preparadas no extrato da

matriz.
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Tabela 14 - Valores de LOD e LOQ do instrumento e do método

Limites do instrumento Limites do método*
Pesticida (ug L™ (ug kg ™
LOD; LOQ; LODn, LOQm
Tiametoxam 0,3 1,0 0,6 2,0
Imazapique 0,3 1,0 0,6 2,0
Imazetapir 0,3 1,0 0,6 2,0
Clomazona 0,3 1,0 0,6 2,0
Propiconazol 0,06 0,2 0,12 0,4
Fipronil 0,3 1,0 0,6 2,0
Trifloxistrobina 0,3 1,0 0,6 2,0

* Fator do método = 2

O método QUEChERS modificado otimizado nesse trabalho alcancou baixos
limites de detecgéo (LODy,= 0,12 a 0,6 pg kg™) e baixos limites de quantificacdo
(LOQn= 0,4 a 2,0 pg kg™). O fungicida propiconazol apresentou uma sensibilidade
cinco vezes maior que os demais pesticidas em estudo.

Estes valores de limites de deteccdo e quantificacdo s&@o considerados
satisfatorios de acordo com o método apresentado e validado, considerando a
complexidade da matriz analisada. Além disso, na legislagdo brasileira ndo foram
encontrados valores de limites maximos de residuos (LMR) permitidos para nenhum

destes compostos em solo proveniente de lavoura de arroz irrigado.

4.6.3 Ensaio de fortificacdo para avaliacéo da exatiddo do método

As Tabelas 15 e 16 apresentam os valores de recuperagao obtidos para as
fortificacdes, em diferentes niveis de concentracao, para os pesticidas em estudo em
amostras de solo, utilizando-se o procedimento descrito no item 3.7.3.

Os valores de recuperacao foram calculados utilizando-se as curvas analiticas
preparadas nos extratos da matriz, de acordo com o método de extragdo utilizado.

A recuperacdo depende da matriz da amostra, do procedimento de extracao e
da concentracdo do analito (GONCALVES, 2007). Neste trabalho, seguiu-se a
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recomendacdo de validacdo de métodos cromatograficos, na qual as recuperacdes
devem estar entre 70 e 120% (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007).

Dessa maneira, todos os resultados obtidos apresentaram-se dentro desse
intervalo e, portanto, 0 método esta de acordo com os parametros cromatograficos
sugeridos, exceto para imazetapir no primeiro nivel de fortificacdo (10 pg kg™), que
apresentou valores de recuperagdao acima de 120%, para 0 estudo da precisao

intermediaria.

Tabela 15 - Percentuais de recuperacdo e RSD para a repetitividade do método

Nivel de

Pesticida fortificagéo* Recup())era(;éo ROSDr
(g kg™) ) )

10 78,0 14,2

Tiametoxam 50 72,5 16,3
100 84,2 3,5

10 84,4 7,3

Imazapique 50 79,1 7,7
100 84,6 9,4

10 103,9 6,3

Imazetapir 50 102,0 10,2
100 98,2 2,0

10 112,2 5,6

Clomazona 50 110,8 3,4
100 112,8 1,1

2 113,8 3,4

Propiconazol 10 113,6 1,2
20 1111 1,6

10 111,5 4,1

Fipronil 50 105,9 2,1
100 101,5 1,8

10 96,6 54

Trifloxistrobina 50 93,9 1,0
100 93,3 2,0

*n=6 (6 extracdes x 1 injecdo de cada extrato)
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Tabela 16 - Percentuais de recuperacdo e RSD para a precisado intermediaria do

meétodo
Pesticida fol\tlil;/iglaggo* Recup())eragéo RSO\’D‘“
(g kg™) ) )
10 109,3 18,2
Tiametoxam 50 74,7 8,3
100 86,2 57
10 101,1 13,7
Imazapique 50 91,2 8,6
100 99,7 59
10 123,2 59
Imazetapir 50 108,7 52
100 106,2 1,6
10 108,7 4,2
Clomazona 50 119,9 6,8
100 119,2 1,8
2 116,8 3,4
Propiconazol 10 101,21 5,0
20 100,0 2,9
10 116,8 2,7
Fipronil 50 116,2 3,7
100 109,7 2,1
10 76,8 4,4
Trifloxistrobina 50 96,0 11,2
100 103,5 4,9

*n=6 (6 extracBes x 1 injecdo de cada extrato)

A Figura 26 apresenta os cromatogramas obtidos para uma solugcdo padrao
de concentracdo 25 pg L™ preparada no extrato da matriz solo, e a fortificacdo

equivalente, de concentrac&o 50 pg kg™.
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Figura 26 - Cromatograma total de todos os ions monitorados obtido por LC-
MS/MS (ESI +/-) para a solucdo analitica 25 pug L™ preparada na matriz solo
“branco” (A) e no nivel de fortificacdo correspondente (50 pg kg™) (B)

Verifica-se que os sinais Sdo proporcionais, ou seja, que o sinal da fortificacdo
equivale ao sinal do nivel correspondente na curva analitica, corroborando com os
resultados de recuperacao ja apresentados nas Tabelas 15 e 16. No cromatograma
total ha a sobreposicdo dos sinais de tiametoxam e imazapique, entretanto a
confirmacédo e a quantificacdo sédo efetuadas no modo MRM, monitorando as
transicbes de cada composto conforme destacado na Tabela 10 e na Figura 19,
permitindo obter a resposta de cada pesticida sem a interferéncia do outro. Como
era de se esperar, ndo ha a ocorréncia de interferentes nos cromatogramas obtidos

desta forma pelo sistema cromatografico LC-MS/MS.
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4.6.4 Precisao (repetitividade e preciséo intermediaria)

A precisdo do instrumento foi avaliada a partir de injecbes sucessivas dos
niveis de concentracédo utilizados na elaboracéo das curvas analiticas dos pesticidas
(n=3). A repetitividade (RSD,) e a preciséo intermediaria (RSDy;) para o instrumento,
ficaram entre 0,3 e 10,9% e 0,0 e 14,4%, respectivamente. A avaliagdo da precisédo
intermediaria foi realizada empregando-se dias diferentes daqueles dos estudos da
repetitividade.

A precisdo do método empregando QUEChERS modificado foi avaliada em
funcdo da repetitividade e da precis@o intermediaria, estimadas de acordo com as
recomendacdes da ANVISA. Os valores mais detalhados de RSD, e RSD;; estéo
apresentados juntamente aos resultados de recuperacédo nas Tabelas 15 e 16. Os
valores para o estudo da repetitividade dos pesticidas em amostras de solo ficaram
entre 1,0 e 16,3% e para a precisdo intermediaria ficaram entre 1,6 e 18,2%.

Para matrizes ambientais e de alimentos, a precisdo € dependente da matriz
da amostra, da concentracdo do analito e da técnica de analise, podendo variar
entre 2% e mais de 20% (HUBER, 2001). Para validagdo de métodos
cromatograficos, na faixa de concentracdo avaliada nesse trabalho, recomenda-se
que a precisao deve apresentar RSD < 20% (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007).

Portanto, todos os resultados obtidos estdo dentro dos limites sugeridos.

4.7 Efeito Matriz em LC-MS/MS

O efeito matriz sempre sofre variacées ao longo do tempo e também varia
dependendo da condicdo do instrumento utilizado, devendo, por isso, ser
constantemente avaliado, tanto na etapa de desenvolvimento do método quanto na
aplicacdo deste método nas andlises de rotina (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA,
2003).

A Figura 27 apresenta as curvas analiticas para os pesticidas analisados
tanto em solvente quanto no extrato da matriz obtidas utilizando o método

QUEChERS modificado, onde se pode verificar a existéncia ou nao de efeito matriz.
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Conforme apresentado na Figura 27, para os pesticidas tiametoxam (ME = -
11,7%) e imazapique (ME = -14,9%), os padrbes preparados no solvente acetonitrila
apresentaram uma resposta maior quando comparado ao padrdo preparado em
extrato da matriz, apresentando efeito matriz “negativo”, ou seja, a resposta do
detector € menor quando sao injetados na presenca de componentes da matriz.

Para os pesticidas trifloxistrobina (ME = -9,5%) e clomazona (ME = -9,6%), o
efeito matriz ndo foi significativo, uma vez que, uma variacdo menor que 10% néo é
considerada uma influéncia do efeito matriz.

J& para os pesticidas fipronil e propiconazol, o efeito matriz € desprezivel,
pois as inclinagBes das curvas analiticas preparadas em acetonitrila e no extrato da
matriz sdo correspondentes, sugerindo assim que esses compostos hao
apresentaram efeito matriz, ou seja, a presenca de componentes da matriz nao
interferiu significativamente em sua analise cromatografica.

No entanto, para o pesticida imazetapir (ME = 23,5%), o padrao preparado em
acetonitrila apresentou uma resposta menor quando comparado ao padrao
preparado em extrato da matriz, pois o aumento do coeficiente angular foi mais
expressivo. Dessa maneira, imazetapir apresenta um efeito matriz “positivo”, ou seja,
esse analito apresenta valores maiores de area quando injetado na presenca de
componentes da matriz, em comparacéo ao padréao preparado em acetonitrila.

Dessa maneira, com a constatacdo da presenca do efeito matriz nas curvas
analiticas de alguns dos pesticidas estudados, pode-se dizer que, para a
quantificacdo de residuos de pesticidas em extratos de solo, analisados por LC-

MS/MS, as solucdes analiticas devem ser preparadas nos extratos da matriz.

4.8 Aplicagdo do método

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo de residuos de
tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, propiconazol, fipronil e
trifloxistrobina em 9 amostras de solo provenientes de um experimento conduzido na
varzea experimental do Campus da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)

pelo Grupo de Pesquisa em Arroz Irrigado e Uso Alternativo de Varzeas.
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As amostras de solo foram preparadas conforme o método validado (itens
3.7.3 e 4.5) e os resultados das concentracdes dos pesticidas em estudo
encontrados nas amostras estdo demonstrados na Tabela 17.

Nas Figuras 28 a 30, estdo apresentados alguns cromatogramas obtidos por
LC-MS/MS, nas condi¢Bes cromatogréaficas descritas no item 4.1, das amostras de

solo contendo residuos dos pesticidas tiametoxam, imazapique, imazetapir e fipronil.



Tabela 17 - Valores de concentracdo, em pg kg™, dos pesticidas em estudo encontrados em amostras de solo
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Concentracdes dos pesticidas (ug kg™)

Amostras Tratamento  Tiametoxam Imazapique Imazetapir Clomazona Propiconazol Fipronil  Trifloxistrobina
Al 398,2 11,8 31,9 <LOQ n.d. 132,2 <LOQ
A2 T1 153,6 14,8 39,6 3,8 n.d. 75,5 <LOQ
A3 129,1 14,1 37,6 <LOQ n.d. 48,3 n.d.
A4 212,2 24,3 64,4 n.d. n.d. 120,0 n.d.
A5 T2 316,6 23,7 63,8 <LOQ n.d. 15,6 n.d.
A6 111,7 26,5 71,0 n.d. n.d. 70,8 n.d.
A7 508,0 101,9 267,0 <LOQ n.d. 123,2 n.d.
A8 T3 309,2 97,6 265,7 <LOQ n.d. 18,2 n.d.
A9 150,4 101,4 2935 n.d. n.d. 75,8 n.d.

n.d.= ndo detectado

T1 = aplicacdo de 500 mL ha™ do produto comercial Only®

T2 = aplicacdo de 1000 mL ha™ do produto comercial Only®

T3 = aplicacdo de 4000 mL ha™ do produto comercial OnIy®
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Figura 28 - Cromatograma da amostra de solo A3, contendo residuos dos
pesticidas tiametoxam (t;= 1,0 min), imazapique (t.= 1,2 min), imazetapir (t.= 1,6
min) e fipronil (t= 7,8 min), obtido nas condi¢c6es cromatograficas citadas no

item 4.1
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Figura 29 - Cromatograma da amostra de solo A6, contendo residuos dos
pesticidas tiametoxam (t;= 1,0 min), imazapique (t.= 1,2 min), imazetapir (t.= 1,6
min) e fipronil (t.= 7,8 min), obtido nas condi¢cbes cromatogréaficas citadas no

item 4.1
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Figura 30 - Cromatograma da amostra de solo A9, contendo residuos dos
pesticidas tiametoxam (t;= 1,0 min), imazapique (t;= 1,2 min), imazetapir (t.= 1,6
min) e fipronil (t;= 7,8 min), obtido nas condi¢cdes cromatogréaficas citadas no
item 4.1

De acordo com a Tabela 17, as amostras de solo de lavoura de arroz irrigado
receberam trés tratamentos diferentes do produto comercial Only® (imazetapir +
imazapique) nas seguintes dosagens: T1 (amostras Al a A3), 500 mL hat; T2
(amostras A4 a A6), 1000 mL ha*; T3 (amostras A7 a A9), 4000 mL ha™.

Observando-se os resultados apresentados na Tabela 17, podemos perceber
a proporcionalidade dos valores de concentracéo (em pg kg™) encontrados para 0s
pesticidas imazapique e imazetapir, pois as amostras correspondentes ao
tratamento T3, que receberam a maior dosagem do produto comercial Only®,
apresentaram maiores valores de concentragcdo para os pesticidas imazapique e
imazetapir que as amostras dos tratamentos T1 e T2.

Além disso, observa-se que além dos pesticidas imazapique e imazetapir
encontrados em todas as amostras analisadas, foram detectados também residuos
dos pesticidas tiametoxam e fipronil que frequentemente sao utilizados no cultivo de
arroz irrigado. Nota-se, que o inseticida tiametoxam apresentou maiores valores de

concentracdo (em pg kg?) em relacdo aos outros pesticidas encontrados nas
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amostras de solo. A amostra A2 apresentou também residuos do pesticida
clomazona. A presenca desses residuos de pesticidas nas amostras de solo
analisadas pode ser explicada possivelmente pelo fato que esses pesticidas séo
provenientes de cultivos anteriores realizados na area de coleta deste solo.
Observa-se, também, que para a grande maioria das amostras analisadas ndo foram
encontrados residuos dos pesticidas propiconazol e trifloxistrobina.

E importante ressaltar que ndo existe legislacdo brasileira que defina limites
maximos de residuos para pesticidas em solo (AMARANTE et al., 2002), tornando-
se invidvel a comparacdo da concentracdo destes residuos de pesticidas
encontrados no solo em relagdo aos limites permitidos. Apesar disso, a presenca de
residuos de pesticidas em solos deve ser estudada, devido ao risco que eles
oferecem a salde humana, além da sua persisténcia no meio ambiente e tendéncia
de bioacumulagao.

Dessa forma, através dos resultados obtidos nas anélises de amostras reais,
confirma-se a eficiéncia e a aplicabilidade do método otimizado neste trabalho,
empregando QUEChERS modificado e LC-MS/MS, para a determinacéo de residuos

dos pesticidas em estudo.
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5 CONCLUSOES

O método de extracdo QUEChERS modificado otimizado neste trabalho,
apresenta como vantagens em relacdo aos métodos tradicionais de extracdo, ser um
procedimento simples e rapido, com um menor nimero de etapas analiticas, o que
diminui a probabilidade de erros, além de ser barato e ambientalmente correto,
devido ao baixo consumo de solventes organicos e com baixa exposi¢ao ao analista.

O pequeno consumo de reagentes e a menor geracao de residuos tornam o
método QUEChERS modificado vantajoso em comparacdo com o0s métodos de
extracdo convencionais, atendendo portanto aos principios da quimica verde,
podendo o mesmo ser utilizado como um protocolo para investigar a presenca de
residuos de tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, propiconazol, fipronil e
trifloxistrobina em solo proveniente de lavoura de arroz irrigado.

Além disso, o procedimento de preparo de amostra otimizado neste trabalho
contribui de forma expressiva no sentido do desenvolvimento de um método
analitico empregando técnicas modernas de extracdo. Nao ha, até o momento,
trabalhos cientificos publicados sobre a extragdo de herbicidas do grupo
imidazolinonas em solos utilizando o método QUEChERS.

O método proposto, utilizando QUEChERS para a extracdo de residuos de
pesticidas em solo e determinagdo por LC-MS/MS, demonstrou ser eficiente,
apresentando resultados de recuperacdo satisfatorios, entre 70 e 120%, para a
grande maioria dos compostos, com valores de RSD < 20%. Dessa maneira, 0
meétodo validado esta de acordo com os valores sugeridos na literatura para a
analise de residuos de pesticidas por métodos cromatograficos (SANCO, 2007).

A determinacdo dos pesticidas em estudo por LC-MS/MS foi satisfatoria,
permitindo a realizacdo de uma analise qualitativa, obtida a partir de fragmentos de
massa caracteristicos de cada analito, e quantitativa, através do modo de aquisi¢ao
MRM. As condicbes cromatograficas otimizadas para determinagdo por LC-MS/MS
permitiram a identificacdo e quantificagdo dos compostos em estudo, em um tempo
de analise menor que 15 min.

Entretanto, os componentes da matriz afetaram a eficiéncia da ionizacao de
alguns analitos por LC-MS/MS, evidenciando a importancia de estudar o efeito

matriz na determinagdo de pesticidas em matrizes ambientais. Neste estudo, a
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influéncia do efeito matriz para os compostos tiametoxam, imazapique e imazetapir,
confirmou a necessidade de utilizacdo de curvas analiticas preparadas na matriz e
nao em solvente para a quantificacdo, evitando-se assim, resultados erroneos.

As curvas analiticas apresentaram linearidade entre 0,2 e 20,0 pg L™ para
propiconazol e entre 1,0 e 100,0 pg L™ para tiametoxam, imazapique, imazetapir,
clomazona, fipronil e trifloxistrobina, com valores de coeficientes de determinagéo
maiores que 0,99. Os valores de limite de quantificacdo do método de 0,4 pg kg™
para propiconazol e de 2,0 pg kgt para tiametoxam, imazapique, imazetapir,
clomazona, fipronil e trifloxistrobina, permitem que sejam determinados residuos
destes pesticidas em amostras de solo com grande confiabilidade.

O método validado foi aplicado para a determinacdo de residuos dos
pesticidas tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, propiconazol, fipronil e
trifloxistrobina em amostras de solo provenientes de um experimento realizado no
Campus da UFSM, mostrando-se bastante eficiente.

Portanto, conclui-se que o método mostrou-se adequado a andlise de
residuos de pesticidas em solo proveniente de lavoura de arroz irrigado, podendo
ser usado na rotina de laboratérios de analises de residuos de pesticidas, visto que
todos os parametros de validacdo encontraram-se dentro dos limites exigidos para
validacdo de métodos cromatogréaficos, atendendo satisfatoriamente os objetivos

tracados para este trabalho.
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TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

As atividades laboratoriais normalmente geram consideraveis quantidades de
residuos liquidos e sdlidos proveniente dos ensaios analiticos, que devem ser
tratados e descartados de forma adequada.

Neste trabalho, os residuos liquidos foram recolhidos, colocados em
recipientes separados e rotulados como halogenados e néo-halogenados e logo
apos, encaminhados para o Almoxarifado, responsavel pelo tratamento final dos
residuos gerados, no Departamento de Quimica da UFSM.

Ja os residuos solidos, foram colocados em sacos plasticos de cor preta,
devidamente rotulados. e encaminhados ao Almoxafirado do Departamento de
Quimica da UFSM.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Determinacdo, no solo, de outros pesticidas também utilizados na lavoura

arrozeira;

- Estudo a campo e no laboratério, da estabilidade dos pesticidas estudados em
amostras de agua de lavoura de arroz irrigado, amostras de grdo de arroz e em
amostras de solo, com o objetivo de tracar o perfil de persisténcia destes pesticidas

no sistema de producao de arroz irrigado.
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APENDICE

APENDICE A - Ensaios de fortificacdo utilizando o método QUEChERS
modificado

Ensaios de fortificacdo para propiconazol

Concentragdo da Volume Quantidade  Volume de

Nivel de *Fator de
fortificacéo solucéo de adicionado da de solo solvente L
(ug kg'l) . - 1 dI|U|(}aO
fortificagdo (mg L™) solugao (uL) (9) (mL)
40 20 100 50 10 2
20 2,0 50 5.0 10
4 0.2 100 50 10

* Fator = volume do solvente /quantidade de amostra

Ensaios de fortificacdo para tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona,

fipronil e trifloxistrobina

Concentracdo da Volume Quantidade  Volume de

Nivel de *Fator de
fortificacéo solucéo de adicionado da de solo solvente L
(ng kg™ - L diluicio
fortificacdo (mg L™) solucéo (uL) (9) (mL)
200 10,0 100 5.0 10
100 10,0 50 5.0 10
20 1.0 100 50 10 2

* Fator = volume do solvente /quantidade de amostra

Obs: As fortificacdes das amostras de solo “branco” foram realizadas com
todos os pesticidas simultaneamente nos niveis de concentracdo de 4; 20 e 40 ug
kg' para propiconazol e nas concentracdes de 20; 100 e 200 pg kg* para
tiametoxam, imazapique, imazetapir, clomazona, fipronil e trifloxistrobina. Para
injecdo no sistema LC-MS/MS foram realizadas diluicbes do extrato na proporcao
1:1 (v/v) em fase mével (agua ultrapura e acetonitrila, ambas acidificadas com 100
mmol L™ de 4cido férmico), de modo que os niveis de concentraces finais avaliados
foram 2, 10 e 20 ug kg™ para propiconazol e 10, 50 e 100 ug kg™ para tiametoxam,

imazapique, imazetapir, clomazona, fipronil e trifloxistrobina.
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