* Este exemplar corresponde a redacdo final da Tese defendida por
Abigail Dorigatti e aprovado pela Comissdo Julgadora no dia

& 2 £ /T
14 de agosto de 1987. A~ 250 A ﬁwﬂébﬁéf__ﬂ

d iy e

P . ’4 P o

£

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

APLICAGAO DE CROMATOGRAFIA GASOSA
EM ESTUDOS DE DISSIPACAO
" DE HERBICIDA EM SOLOS BRASILEIROS

Abigail Dorigatti
TESE DE MESTRADO

ORIENTADORA: Profg2 Dr¢ Carol H. Collins
 AGOSTO 1987

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL




BANCA EXAMINADORA: " Profg Drd Carol H. Collins
| Prof@ Dr¢ Isabel S.F. Jardim

" Prof@ Dr@ Maria Lucia Ribeiro

ii



Aos meus pais, que com exemplo
de amowr, humildade e sacrifieto

me mostraram o caminhe certo.

A minha irmd, que sempre procurou
me apotar e incentivay nos momentos

-~ .

dificetis.

Ados meus sobrinhos....
Marcelo, Fabiana, Daniel,

Juliana e Leonardo.

Ao meu irmao, cunhado

e cunhada.



A GRADECIMENTOS

Desejo expressar meus agradecimentos

A DEUS, o qual sem acreditd-lo, nada seria possivel,

A Profa Dr@ CAROL H. COLLIﬁs; rela grande dedicagao na orien-

tagdo, compreensdo e paciéncia.

" Ao Dr. PEDRO BASABE; gerente do Centro de Pesquisa da Monsan-

to; vela oportunidade de realizagdo deste trdbaiho.

Ao Prof. Dr. FPMNGISCO DE AM. 'RE‘IS-,: pelo incentivo inicial do

trabalho. -

A CAPES é CNPq; pela Bolsa de Estudos, concedida.

A YURIKO pela colaboragdo constante.

A MARIA AP. LIMA pelo estimulo sempre constante durante toda

pos-graduagdo. |

A ELIANA, WARTHA, PIERINA, CUADALUPE, JOAOZINHO, CRISTINE, pe

la amizade e alegria com que me acolheram no grupo,

Ao SERGIC pela ajuda nos edleulos.

4 amiga CASSIA pela colaboragdo.

Ao Prof. ROGERIQ; Prof. PIREs; Prof. KENNETH, pelas discussdes
matematicas e fisico-quimicae.

A MIRTES e MARYNEZ pela grandiosa ajuda e amizade.

A NADIR, CIDA, SANDRA, MARIA IMACULADA e todos colegas do labo
ratorio da Receita-Federal,

A VERA pela paciéneia e dedicacéo na datilografia.

A SONIA e MARTA DAS NEVES rela ajuda na parte experimental e a

econvivéencia agradaveél.

iv



Aplicagao de Cromatografia Gasosa em Estudos de Dissipacao de

Herbicida em Solos Brasileiros.
Aluna: Abigail Dorigatti
Orientadora: Profa.Dra. Carol Hollingworth Collins

Enderego: Instituto de Quimica da UNICAMP

Caixa Postal - 6154

13081 - Campinas - SP.
RESUMO

Um estudo de dissipagao do herbicida Acetochlor (N-(2-e-
ti1—6—metilfeni1)—ﬂ—etoximetil-2—cloroacetamida) foi executado em
dois tipos de solos brasileiros, argiloso e arenoso. O experimen-
to foi montado em condigdes reais do campo, sujeito a condigdes
climaticas, de acordo com as normas da Agéncia de Protecgao do
Meio Ambiente (EPA) dos Estados Unidos.

Foram coletadas amostras antes da aplicagao do herbicida
e 1, 30, 60, 90, 180 e 360 dias apds a aplicacgao. As amostras fo-
ram coletadas em duas profundidades: de 0 a 15 cm e de 15 a 30
cm, para avaliagio de uma possivel lixiviag3o do herbicida.

A metodologia analitica foi desenvolvida usando um pa-
drio radiomarcado com carbono-14 do principio ativo (p.a.) do

herbicida. O p.a. e seus metabdlitos e produtos de degradagido fo-

¥, .
ram extraidos com solvente e transformados no metabolito mais

simples, metiletilanilina{(MEA), através de reagOes no laboratdrio



A técnica de Cromatografia Gasosa, usando coluna rechea-
da e detector termidnico especifico, por ser muito sensivel,
possibilitou a andlise e o acompanhamento da dissipac3o até um
baixo nivel de residuo do herbicida no solo.

Os resultados obtidos, as concentragdes totais do p.a.
do herbicida e seus metabdlitos versus tempo, foram analisadas
graficamente e também por vdrias fungdes matemdticas para se de-

terminar a melhor equag¢do que descreve os resultados e, para ob-
ter a meia-vida do herbicida e seus metabolitos no solo.

A fungao logaritimica foi a gue melhor répresentou os
dados, porém consideragdes fisico-quimicas sugerem a representa-
¢ao pela equacgao da cinética de primeira ordem.

Verificou-se a necessidade de ter sido coletadas um
maior numero de amostras no periodo de 1 a 30 dias apds aplica-
G&0, j& que neste periodo se localizou a meia-vida do herbicida.

Constatou-se a importancia da homogeneizacdo apropriada
do solo (através de moinho de martelo para solo), para se ter me-~
lhor repetibilidade nos resultados na andlise de residuo.

Conclui-se que ndo houve lixiviagdo do herbicida, pois
as curvas de concentragao versus tempo para as profundidades de 0
a 15 cm e de 15 a 30 cm, foram aproximadamente paralelas.

Em termos de meia vida, observou-se gue o comportamento
do herbicida Acetochlor é influenciado pelo tipo de solo e condi=~
¢oes climaticas. Portanto, niao se pode adotar estudos feitos em

solos estrangeiros para serem aplicados no Brasil.
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Applicationh of Gas Chromatography in the Study of Herbicide Dis-

gipation in Brasilian Soils.
Candidate: Abigail Dorigatti
Supervisor: Profa.Dra. Carol Hollingworth Collins

Enderego: Instituto de Quimica da UNICAMP
Caixa Postal - 6154

13081 - Campinas - SP.
ABSTRACT

A study of the dissipation of the herbicide, Acetochlor
(ﬂ—(2—ethyl—6—methylphenyl)—ﬂ—etoxymethyl—2~Chloroacetamide), was
carried out on two different Brazilian soils, a clay and a sandy
soil. The experiment was perfomed in the field, under real clima-
tic conditions, following the regulations of the Environmen—tal‘
Protection Agency (EPA) of the United States.

The soils were sampled before and after the lgt, 30th,
60th, 90th, 180th and 360th days after herbicide applications at
two depths (0 to 15 cm and 15 to 30 cm) to evaluate the lixivia-
tion of the herbicide.

The analytical methodology was developed using a radio-
labelled sample of the herbicide. The active principle, its meta-
bolites and degradations products were extracted using a solvent
and chemically transformed to Methylethylaniline (MEA), the most

simple metabolite.
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Gas Chromatography, with a thermionic specific detector,
dﬁe to its hight sensibility, was used to analyse herbicide dis-
sipation and its residue in the soil.

The total concentrations of the active principle and its
metabolites were plotted against time and mathematically analysed
using differents functions to determine the best one to describe
the results and to determine the decay constant of the herbicide

and its metabolites in the soil. A logarithimic function provided
the best fit of the results. However, physical-chemical conside-

rations suggest first order kinetics.

The need to coilect a larger number of samples of the
soils between 1 and 30 days after herbicide application was veri-
fied, since the decay constant falls within this period. Also,
the need for good homogenization, using a hammer mill, was de-
monstrated, .in order to get better repeatibility of the results
in the analysis of the herbicide residue.

There was no herbicide lixiviation because the curves
for concentrations against time are approximately parallel for
samples collected froﬁ 0 to 15 e¢m and from 15 to 30 cm depth
inervals.

The behavior of the herbicide Acetoéhlor, depends on the
type of soil and the climatic conditions. Therefore, it is not
possible adopt results obtained in foreign soils for use in Bra-

zil.
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CAPITULO 1
APRESENTAGAO

0 presente trabalho de Tese, trata-se de um estudo de
dissipagao de herbicida em solos brasileiros.
Faz-se necessario ressaltar que este trabalho foi desen-

volvido no Centro de Pesquisa de uma Industria, portanto com um
objetivo pratico; a obtengdo de resultados. Mas, realizado em

conjunte com a Universidade, o trabalho se transformou e tomou
uma visac e objetivo de pesquisa e desenvolvimento do proprio
senso critico sobre o trabalho realizado.

E fundamental que a produgdo cientifica da Universidade
seja absorvida pela sociedade como um todo e que a preocupagao do
cientista se volte para a solucao de problemas que afligem a co-
munidade onde ele vive. Assim sendo a associac¢doc entre a Univer-
sidade e a Industria (ou Centros de Pesquisa) & altamente salutar
e produtiva, pois os resultados de uma pesquisa académica nao fi-
cam restritos a um peguenc grupo de ciéntistas,mas sao aplicados.
Dessa aplicagao resultam beneficios imediatos para a sociedade em
geral.

Como este trabalho é o primeiro sobre Residuc de Pesti-
cida no Instituto de Quimica da UNICA&P, houve a necessidade de
capitulos explicativos das técnicas usadas, e da metodologia
empregada no estudo de residuo de pesticida.

A Andlise de Residuo de Pesticida é considerada atual-

mente um dos ramos da Quimica Analitica, em que se trabalha com



niveis quantitativos muito baixos, na faixa de ppb, e onde a pre-
cisao, exatiddo e técnicas altamente sensiveis sio relevantes.
Existem atualmente muitos quimicos e bioquimicos traba-
lhando nesta area em todo Brasil. O Grupo de Analista de Residuo
de Pesticida (GARP) & constituido de representantes de Indistrias
e Orgaos Publicos (Universidade, Instituicgdes, etc.) que se reunem
mensalmente no Instituto Adolfo Lutz em Sao Paulo. E promove ©
Encontro Nacional de Analistas de Residuo, para discussao de pro-

blemas analiticos, estudos colaborativos para controle de quali-

dade analitica dos laboratdrios de residuo, e cursos de treina-
mento a Nivel Nacional e Latino Americanoc para pessoas que dese-
iam iniciar trabalhos na &rea. Este grupo também discute leis
normativas de registro do pesticida, fornecendo  subsidios acs &xr:
gaos coﬁpetentes para estabelecimento de telerdncias (limete maxi
mo de residﬁo) para diferentes pesticidas.

0 numero de compostos usados come pesticida aumenta e,
mﬁitas vezes, o0s agricultores nao estdac totalmente educados para
usa-los, entdo o trabalho nessa area é grande e é impossivel um
controle total da situagao.

Existem Leis Normativas que éxigem dados sobre o residuo
de pesticida na cultura, ?ara que ele seja registrado e receba
uma licenga de uso provisorio ou definitivo. Por outro lado, para
o meio ambiente ainda pouco se exige.

No capitulo 2, tentamos transmitir o que & analise de
residuo, quais sdo os principais tipos de pesticidas, e uma idéia
sobre Legislagao existente a nivel nacional e internacional. Tam-

bém apresentamos informacdes sobre como s3o realizados ensaios de



dissipagdo de pesticida em solo fora do Brasil e algumas conside-
ragoes gerais sobre ensaios de campo, para situar o experimento
realizado.

No capitulo 3, apresentamos a técnica quantitativa, Cro-
matografia Gasosa aplicada a andlise de residuos, onde tentamos

- L4 - - -

explicar o0s seus principios fundamentais.

O capitulo 4 é muito importante para situar o ncsso tra-

balho em termos de pesquisa; pois reunimos neste capitulo resumos
dos trabalhos e conclusoes dos experimentos feitos com pesticida

no solo. E também importante para ajudar em nossas interpretagoes
e conclusbes dos resultados obtidos, embora nenhum dos trabalhos
ja realizados no Brasil,.tenha sido feito em condigoes reais de
campo. A maioria dos trabalhos brasileiros sac do Instituto Bio-
16gico em Sao Paulo,que realizou todos seus experimentos usando
composto radiomarcado em iaboratério ou simulando condigoes de
campo.

No capitulo 5 descrevemos o trabalho feito por engenhei-
ros agronomos das Industrias Monsanto,através do qual tornou-se
possivel que o nosso estudo fosse realizado em condigoes de campo
e usando regides tipicas agucareiras, Pernambucc e interior de
Sao Paulo, onde o herbicida serad usado.

Og capitulos 6 e 7 sdo cdmuns em todas as teses; no ca-
pitulo 6 esta descrita a parte experimental, a qual foi totalmen-
te realizada no Centro de Pesquisa da Industria Monsanto e no ca~-
pitulo 7 se encontram os resultados obtidos e a discussaoc sobre

eles.



Com este trabalho pretendemos contribuir com uma parcela
para outros estudos de dissipacgao de pesticida em so0lo e no meio
ambiente.

Com o desenvolvimento de novos produtos quimicos,as ve-
zes altamente tdxicos, torna-se necessario a pesquisa em torno de
métodos para diminuir o grau de poluigdo e conhecer seu comporta-
mento no meio ambiente, sendo uma forma de contribuicdo da cién-

cia na preservagao desse planeta ja tao devastado. E dever do

quimico contribuir para a formagaoc de uma consciéncia ecoldgica

que atinja a sociedade em todos ©s seus segmentos, e atraves de

trabalhos desse tipo esse objetivo pode ser alcangado.



CAPITULO 2

ANALISE DE RESIDUOS DE PESTICIDAS

2.1 - Introdugao.

O termo "Pesticida", também encontrado como Praguicida,

Produtos Agrotoxicos, Defensivos Agricolas e Biocidas, é usado
para designar uma série de substancias ou mistura de substancias
destinadas a previnir a agd3o ou destruir direta ou indiretamente:
insetos (Inseticidas), acaros (Acariéidas), roedores (roticida),
fungos ‘(Fungicéda), nematdides (Nematicidas), ervas daninhas
(Herbicidas), bactérias e outras formas de vida animal ou vegetal
prejudiciais a lavoura, a pecudria, seus produtos e outras maté-
rias primas alimentares [1].

Os pesticidas podém ser classificados [2] segundo:

-~ Sua Natureza Quimica: hidrocarbonetos clorados,-aﬁ@h&&mﬁg
rados, carbamatos, Compostos inorganicos, compostos orga-
nicos naturais, etc;

~ Seu Estado Fisico: pd, solucdo, suspensdo, sélidos vold-
tels, etc.;

- Seu Modo de Agao: veneno estomacal, veneno de contato, fu-

migantes e outros;



- O Alvo a Ser Atingido: inseticidas, herbicidas, fungicidas

roticidas, algaecidas, moluscicidas, acaricidas e nematdi-

des, etc.;

2.1.1 - Tipos de Pesticidas.

1.

Os inseticidas sao usualmente classificados [2) como:

venenos estomacais que sao absorvidos pelo corpo do inse-

seto através do trato digestivo. Sdo compostos mercuriais
(HgCl, , HgCl), compostos borados (bdrax, Na,B,05 e &cido
bérico, HoBO3), compostos de antimdnio, de tdlio, fésforo
amarelo e formaldeido;

venenos _sistémicos que s3o absorvidos pela planta na

aplicagao e entdo ingeridospelos insetos quando estes se
alimentam;

fumigantes que sao gases quimicos (vapor de 1liquide ou

sélidos aquecidos) que matam os insetos através do siste-
ma respiratdrio. Sdo usados em locais feéhados para matar
pestes de produtos estocados ou "nursery stock". Os fumi-
gantes mais populares sao: cianeto de hidrogénio (HCN)
obtido pela ag¢ao da umidade.atmosférica no cianeto de
calcio (Cianogar), brometo de metila (CH3Br), dissulfeto
de carbono (csz) . tetracloreto de carbono (CC14), nico-

tina, nafatleno e outros (Figura 2.1).



Figura 2.1 - Exemplos de Inseticidas Fumigantes.
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venenos de contato que entram atraves da parede do corpo

do inseto ou sistema respiratorio. S3o os hidrocarbone-
tos clorados, organofosforados, carbamatos, piretrdides,
etc.

Os hidrocarbonetos cloradeos incluem o DDT e seus metabd-
litos, DDD (também conhecido como TDE), DDE; Hexacloroci-
clohexano (BHC), Aldrin, seu metabdlito Dieldrin, Metoxi-
clor, Mirex e outros (Figura 2.2).

Os hidrocarbonetos clorados, na sua maioria, sao inseti-
cidas persistentes e de larga aplicacdo. Seus residuos
persistem no meio ambiente por um grande periodo de meses
ou até anos.

Os compostos organofosforados sdo inseticidas mais tdxi-
cos. Alguns deles sio considerados veneno humance pois,
na faixa de 5mg/kyg, sdo fatais para o homem. Alguns exem-
plo sao: Paration, Paraxon, Malation, TEPP, entre outros

(Figura 2.3).



Figura 2.2 - Exemplos de Inseticidas Organoclorados.
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Os carbamatos, que sac derivados do dcido carbamico
(NHECOOH), tais como carbaril (Sevin) e Carbofuran (Fura
dan) sdo inseticidas de largo campo de acio e relativa-

mente baixa toxidez patra mamiferos e alguns insetos. (Fi-

gura 2.4).

Figura 2.4 - Exemplos de Inseticidas Carbamatos.

0 0
0-C-NHC H, QC-NH-CH,
. CH3
C%H

CARBARIL (SEVIN) CARBOFURAN (FURADAN)

Os Rodenticidas ou Roticidas sao usados contra roedores:
ratos e camundongos, etc. Alguns possuem agao direta como a es-
" triquinina, fluoroacetato de sodio, fdsforo, tdlioc e ANTU (alfa-
naftiltiureia) (Figura 2.5). Outros sao anticoagulantes, como o
Warfarin. De especial interesse ¢ o norbormida por ser muito se-
letivo; téxico para ratos e menos toxico para outros animais (Fi-

gura 2.5).
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Os Herbicidas sac compostos que matam as plantas. Temos
os nao seletivos, gue matam todas as plantas, como arseniato de
sodio, clorato de sédio, acido sulfirico e alguns oOleos, e oOS
herbicidas seletivos, que matam somentes certos tipos de plantas.
Os herbicidas mais usados sac 2,4-D (&cido p—2,4~diclorofen5xi—
acético), 2,4,5-7 (3cido p-2,4,5-~triclorofenoxiacético) e seus
ésteres [2] (Figura 2.6).

Para situar o herbicida Acetochlor, em estudo nesta tese,
_ temos na Tabela 2.1, uma lista dos herbicidas mais usados ' nos
Estados Unidos, introduzidos entre 1950 e 1975 [3] e, na Tabela
2.2, alguns herbicidas em desenvolvimento em fase experimental[3].

0 modo de agao dos herbicidas, embora muito estudado, so
& parcialmente conhecido, porque o herbicida mata varias ervas
enquanto algumas culturas sobrevivem sem ser afetada ,apés ser

exposta ao mesmo composto quimico.

0 procedimento logico para desenvolvimento e teste de um

novo composto herbicida é a aplicagdo deste sobre vdrios tipos de



Figura 2.6 - Exemplos de Herbicidas
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TABELA 2.1 - HERBICIDAS  MAIS  USADOS NOS  ESTADOS  UNIDGS, INTRODUZIDOS  ENTRE 1950 - 1975.
Nome Comum Nome Produtor Tipos de Aplicagdo Dose de Aplicagao de
ou codigo Comercial Herbicidas Tipica Ingrediente Ativo
libras/acre
Acifluorfen  Blazer Rohm Pos-emergente soja
Sal sodico & Haas 0,125 a 1
Bentazon Basagran Basf Pés»emergente seja e arroz
] Yyandote milho e amendoin 0,75 a 2
Diclofopmetil Hoelon American Pés-emergente trigo, cevada
) Hoeschst e soja 0,75 a 1,25
Mefluidide Vistar IH Pl;snemergente soja
0,2 a 2
Oxifluorfen Coal Rohm Préwemergente ou sojd, milho e
& Haas - pés-emergente algodao 0,2 a 2
Pendimentalin Prowl American Pre-emergente ou milho, soja, bata- depende da cultura
) Cyanamid pré-plantio tas, arroz, algodao e do solo
Triclopyr Garlon Dow Pos-emergente )
TABELA 2.2 - HERBICIDAS EM FASE DE DESENVOLVIMENTO.
Nome Comum " Nome Produtor Tipos de Aplicagao Doses de Aplicagao
ou codigo Comercial Herbicidas Tipica de Ingrediente
Ative - libras/acre
Acetochlor milho, soja, amendoin
MON-097 Fist Monsanto prénemergente cana de aguear, algo- 1 a &
dio e batata
Chlorosul- pré-emergente trige, cevada e
furon Glean " Du Pont e aveia 0,01° a 0,08
pés«emergente
DPX-5684 Oust Du Pont pré—emergente uso industrial
e 0,25 a 1
pés—emergente
Ro - Maag pos-emergente sojfa, algodao, amen- 0,125 a 0,75
113--5895 Agrochemicals doin e beterrada
5-734 - Uniroyal pré-emergente soja e algodao 0,5 a 1
Sethoxydin Poast Basf pés-emergente soja 0,15 - 035
Wyandotte para ervas anuais

0,15 - 075
para ervas perenes
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ervas daninhas e culturas, sendo possivel através de "screening"
descobrir para que tipo de erva é eficaz ([3].

Provavelmente o mecanismo de agadao que mais se tem estu-
dado é o do herbicida 2,4~D. Muito se sabe como o composto age na
planta mas os grandes detalhes permanecem desconhecidos.

Em parte, acredita-se que o 2,4-D tem uma agadoc similar
ao efeito do regulador de crescimento natural, o acido 3-indolea-

‘cético. Acredita-se que o herbicida seja mais potente que o acido

3-indoleacético, que degrada-se vagarosamente, sendo acumulativo

na planta tratada, causando um crescimento muito rapido, sendo
assim as células jovens da planta nao amadurecem de maneira nor-
mal e partes da planta, como o sistema de transporte de alimen-
tos, sao fechados pelo acumulo de células. O herbicida também
afeta a‘respiragéo da planta, divisao celular, o balango de hor-
monio e a sintese de proteimas [3].

Um modo comum de agdo do herbicida é o impedimento da
fétossintese inibindo a formagae da clorofila e carotenos, indu-
zindo a decomposicao de égua e cloroplastos,

Alguns herbicidas inibem a sintese de proteinas, comc o
Alachlor e Propachlor. O herbicida Glifosato interfere na sintese
de aminodcidos, retardando a sintese de proteina.

Herbicidas como siduron e chlorombem retardam o cresci-
mento da raliz e eventualmente causam a morte da planta.

Algumas culturas, como milho e arroz, tem enzimas que

desintoxicam a planta do herbicida.
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2.1.2 -~ Residuo de Pesticida.

"Residuo de Pesticida" [4] é definido como sendo a quan-
tidade de pesticida e/ou seus derivados remanescente no alimento
e no meio ambiente, decorrente do seu emprego. Os niveis de resi-
duos sao normalmente indicados em ppm*.

O conhecimento dos niveis de residuos em cultura, é ne-
cesséfio, principalmente para a estimativa do residuo mdximo que

resulta quando o produto € usado de acordo com as recomendagoes

da "Boa Pritica Agricolam**,

Afim de se obter dados necessdrios para essa estimativa,
devem ser analisados produtos agricolas de culturas gue recebam
0os tratamentos com o pesiicida sob condigaes agricolas e climati-
cas - representativas do seu uso,

Os dados sobre os residuos sdo necessdrios para registro
no- Ministério da Sadde de um novo produto a ser usado como pes-
ticida em determinadas culturas, ou para a extensao do usoc a uma
cultura que nao tenha registro de um produto que ja esteja nd
mercado.

Para obtengdo dos dados de residuos em uma certa cultu-
ra, ou estudo ambiental deste Pesticida, devem ser montados os
ensaios de campo, gue estejam de acordo com as diretrizes para

aplicagao, dosagens, etc.

* "ppm" Indica a quantidade em massa do residuo por um milhao de partes { em

rassa) da amostra (alimento, solo, ete.) ou pelo termo equivalente, mg de
de residuo por kg de amostra [4].

** "Boa Pratica Agricola", ou usc adequado, é definido como emprego correto e
eficaz de um pesticida, considerando os riscos toxicologicos envolvidos em
sua aplicacao, de modo que os residuos sejam os menores possiveis e toxico-
logicamente aceitaveis [4].
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Além disso as amostras devem ser colhidas segundo crité-
rios para a andlise de residuos.

A analise deve ser e#ecutada tomando os devidos cuidados
com a limpeza das vidrarias e com escolha de solventes e reagen-
tes apropriados para evitar contaminacdo durante a analise.

Ndo existe ainda nenhuma exigéncia na.Legislagéo Brasi-
leira para estudo de dissipacao de Pesticida no meio ambiente.
Entdo, as diretrizes que poderiam ser seguidas para montagem de

tal ensaio sac as da Agéncia de Protecdo do Meio Ambiente (EPA)*

dos Estados Unidos.

Estas diretrizes sao recentes, sendo gue, antes de 1970,
também nos EUA ndo era exigido dados de quimica ambiental como
pré-requisito para registro de um pesticida.

Somente depoils de muitas pesquisas feitas sobre o compor-
tamenfo dos pesticidas no meio ambiente pelas universidade, labo-
ratdrios governamentais, laboratdrios de indistrias e, ainda mais
importante, a preocupagao pﬁblica sobre possiveis efeitos croni-
cos ou agudos sobre gualquer organismo ou ecosistema por pestici-
das persistentes, surgiu a necessidade de malores e melhores in-
formagoes sobre a quimica ambiental, acompanhada da necessidade
de um processo regulatdrio.

A primeira manifesta¢dao de Registro de Pesticidas ao De-
partamento de Agricultura dos EUA, notificada 70-15 (1970), [57
foi um documento contendo seis questdes bdsicas que o fabricante
de um pesticidas precisava responder para dar suporte ao regis-

tro:

*EPA. ~ "Environmental Protection Agency", érgdc que cuida do meio ambiente.
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Qual e o tempo de dissipagao do pesticida no solo?

Qual € o mecanismo de degradacgao do pesticidé no solo?

Se o pesticida sofre oulnéo lixiviacgdo no solo?

Se o residuo do peéticida se move ou ndo do lugar de
aplicagaoc pelo movimento de agua no soclo?

Se o0s pesticidas sao encontrados ou n3c no solo apos
um curto periodo de aplicacgdo?

Em gqgue nivel o composto inicial e/ou seu metabdlito

principal serd acumulado aos tecidos de peixes, coelhos

L4 L4 . .
€ passaros, qual e a dosagem associada a sintomas agudos
de toxidez e guais sintomas sdo exibidos durante periodos

de teste em laboratdrio em nivel crénico?

Atualmente, para se obter o registro de um produto junto

ao EPA, varios requisitos sdo necessarios, incluindo estudos de

degradagao e metabolismo, mobilidade, dissipagdo e acumulacio de

pesticida pelo meio ambiente, bem como avaliagao dos perigos re=~

lacionados com [5]:

l.

Exposigao direta do homem ao pesticida através da inges-
t3o de alimentos contaminados.

Exposigdo indireta do homem pela distribuici3o no ambiente
de residuos persistente de pesticidas.

Exposi¢do dos animais a alimentos contendo residuos de
pesticidas, que poderiam acumular e concentrar (eventual-
mente tornando-se um perigo ao homem), através de cadeia

alimentar.
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Dentro do "Estudo de Degradacgao" estao incluidos estudos
da hidrolise de Pesticida e de sua fotodegradacdo na dgua, no so-
lo e no ar, pois através dessas transformagdes, os pesticidas po-
dem se converter em novos compostos com diferentes propriedades
dos seus precursores [5].

0 "Estudo de Metabolismo" incluem estudos de metabolismo
aerobicos e anaerdbicos em solo e agua.

No "Estudo de Mobilidade" estdao incluidos estudos de li-

xiviagao, de adsorgao/desorgdo no solo e também de volatilizagdo.

Através de estudos de lixiviagdo tem~se a avaliagdo se
hd excessiva migrac¢do de residuo persistente no subsolo, contami-
nando &guas subterréneas, colocando em risco outras formas de vi-
da selvagem a alguma diﬁténcia de onde o pesticida foi aplicade
[51.

0 "Estudo de Dissipacao" inclue estudos de dissipacgao em
campo para uso terrestre e aquitico e estudos de misturas em tan-
queé. Esses estudos de dissipagao em campo sao usados para ava-
liar a mobilidade, degradacgaoc e dissipacgao do residuo de pesticiml
da socb condigOes atuais de campo, na terra, agua ou floresta,
que nao podem ser feitos em laboratdrio [5],

O "Estudo de‘Acﬁmulo" é realizado em d&reas confinadas
(laboratdrio, estufa), frequentemente com o pesticida marcado com
carbono-14. © estudo de acémulo ¢ feito em cultura rotacional,
irrigada, e em peixes, etc. [5].

A Agéncia de Protegdc do Meio Ambiente (EPA), acredita
que, com maior exigéncia para o registro do produto, surgira da-

dos mais seguros e confidveis para suportar os registros.
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Desde 1972 a EPA preoibiu o uso de alguns pesticidas im-
portantes, como DDT e Aldrin (pesticidas clorados), bem como com-
postos mercuriais [2]}, apds varias campanhas piblicas de defesa
ao meio ambiente. |

Em 1975 a EPA também suspendeu o uso de outros dois or-
ganoclorados, o Heptachlor e Chlordano [2].

Nos ultimos 35 anos foi desenvolvida uma longa variedade

de pesticidas; no ano de 1970 cerca de 1.000 compostos diferentes
foram registrados para uso em mais de 30.000 pesticidas, entre

eles,os herbicidas, que tem crescido substancialmente nestes 1Ulti-
mos 30 anos nos EUA. Em 1950 os produtcres venderam cerca de 15
herbicidas basicos. Atualmente, existe mais de 180 herbicidas ba-
sicos e cerca de 6.000 produtos formulados, em média levando cer—
ca de 10 anos para o herbicida ser lancado no mercado.

A DMonsanto estima que a Companhia sintetizou e testou
cerca de 12.000 compostos antes de encontrar um herbicida sufi-

cientemente promissor no mercado [3].
2.2 -~ Legislacdo Brasileira e Internacional sobre Pesticidas.

E muito importante um controle rigoroso dos efeitos nao
intencionais dos pesticidas sobre diversas formas de vida, in-
cluindo o homem e o meio ambiente. Atualmente, em varios paises
estao sendo fixados padrdes e limites mdximos de toleridncia de
residuos de pesticidas em alimento. Em alguns paises, o teor ma-
ximo de residuos em produtos alimenticios ainda nio estd regula-

mentado, mas a dosagem de substancia a ser aplicada e o periodo
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de caréncia sdo estabelecidos de tal forma que, na época da co-
lheita o residuo & quase ou completamente inexistentel

Qualquer produto fitossanitdrio, para ser comercializado
e usado no Brasil, deve ser registrado e licenciado pela Secao de
Produtos Fitossanitarios (SEPROF), na Divisao Sanitéria Vegetal
(D.5.V.) do Ministério da Agricultura. O registro é baseado nas
avaliagoes das agoes dos produtos em relagdo as culturas, pragas

e moléstias, homem e meio ambiente.

Apos a aprovagdo do produto quanto & sua agao fitossani-

taria, sdo efetuados estudos toxicoldgicos ligados a saidde pibli-

ca pelo Ministério da Saude.
2.2.1 - Legislacfio a Nivel Nacional.

A Legislagéo brasileira sobre residuos de pesticidas es-
téd intimamente ligada a legislagdo sobre alimentos do Ministério
da Satde [6].

0 primeiro documénto legal sobre residuos de pesticidas
foi o Decreto Federal n® 50.040/61 "Normas Reguladoras do Emprego
de Aditivos", gue continha duas tabelas: referente a aditivos in-
tencionais em alimentos e‘éutra sobre a tolerancia ou limite.mé~
ximo de residuos de pesticidas em alimentos.

Este primeiro decreto foi modificado pelo decreto n@
55.871/65 e depois alterado pela resolucaoc 23/66 da CCPA. Em ou-
tubro de 1969 foi criada a Comissao Nacional de Normas e Padroes
para Alimentos (CNNPA), cujo campo de agdo era legislar sobre to-

dos os aspectos relacionados a alimentos, aglutinando todo o
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acervo da antiga Comissdo Permanente de Aditivos em Alimentos.
Pela Resolugao n? 30/70, a CNNPA criou diferentes grupos de tra-
balho e, entre eles, um grupo especifico encarregado de elaborar
"Normas Gerais sobre Remanescéncia de Pesticidas em Alimentos",
denominado GT-2.

0 GT-2 é um grupo interdepartamental e multidisciplinar,
formado por engenheiros agronomos, veterindrios, quimicos-analis-

tas de residuos de pesticidas, médicos toxicdlogos e bioldgos,
cada um fornecendo subsidios dentro de sua especialidade.

0 GT-2 elaborou um documento (Resolugdo n? 12/74) con-
tendo definigdes e requisitos para o registro de um pesticida, de
acordo com a orientacdo dada pelo JMPR*, comité misto das organi-
za¢des internacionais (Organismo de Alimentos e Agricultura e Or-
ganismo Mundial para a Saude, FAQ/WHO* e por peritos em residuos
de Pesticidas. Através do item 3 deste documento estio interliga-
dos o Ministério da Sééde e o Ministério da Agricultura, que é o
primeiro organismo a se manifestar quanto ao emprego de um pesti-

cida na agricultura ou na pecuiria.

“*IMPR - Joint Mission on Pesticide Residues
*FAO ~ Food and Agriculture Organization
*WHO =~ World Health Organization
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Para o estalecimento de tolerancia, o GT-2 segue a se-

orientagao:

Quando um pesticida ja tem uma ingestio didria aceitdvel
(IDA) para o homem, estabelecida pelo JMPR, as.tolerancias
ou limites médximos de residuos sdo considerados definiti-
vos quanto ao aspecto toxicoldgico.

Quando o pesticida ainda nao foi avaliado pelo JMPR, o
interessado deve apresentar, por ocasiao do pedido

de registro, os dados constantes da Resolugdo 12/74. A in-
gestdo didria aceitdvel (IDA) é calculada pelos toxicdlo-

gos do GT-2 [6].

. Se o pesticida ja estiver registrado no Ministério da

Agricultura, antes da vigéncia da Resolugdo n® 12/74, mas
nao possuir uma IDA estabelecida, na preparacgao de sua mo-
nografia, é concedida uma tolerancia provisdria e um prazo
de trés anos para que o interessado apresente os dados to-

xicoldgicos exigidos pela Resolugldo n2 12/74.

Para pesticidas ja registrados no Ministério da Agricultu-
ra que possuem uma IDA estabelecida, mas sem dados de re-
siduos para a cultura cujo uso foi solicitado, é concedido
uma tolerdncia provisdria e prazo de dois anos para a
apr@sentagéo‘de estudos sobre residuos apds intervalos di-

ferentes entre a ultima aplicacao e a colheita.
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As monografias preparadas pelo GT-2, além do estabeleci-
mento de tolerancias em alimentos, tem a finalidade de fornecer
orientagdes para o uso correto e segurc dos pesticidas, com des-
taque especial para a modalidade de emprego e intervalos de segu-

ranga entre a Ultima aplicagac e a colheita.

2.2.2 - Legislagdo a Nivel Internacional.

Congiderando~se as tolerancias de limites méximos de re-

siduos, cada pais possue uma legislagio prdpria e, muitas vezes,
as tolerancias especifidadas para cada produto alimenticio dife-
rem de um pais para outro, como também as culturas nas quais os
pesticidas sao aplicados [6].

Os dois organismos internacionais, WHO e FAO, ambos su-
bordinados a Organizagdo das NagOes Unidas (ONU), est3o interre-
lacionados e trabalham em cooperagao para avaliar os dados toxi-
célégicbs de cada pesticida, determinar a ingestdo didria aceitd-
vel para o homem e calcular os limites de tolerdncia para cada
alimento, sempre com base na boa pratica agricola.

Estes dois orgéos,,que formam o JMPR, reunem-se uma . vez
por ano, afim de verificarem se os residuos remanescentes nio ul-
trapassam a ingestdo didria aceitdvel, apresentarem propostas e
calcularem a tolerancia de pesticidas em alimentos, sempre com
base na boa pratica agricola, bem como estabelecer limites de

residuos nd3o intecionais (limite prdtico ou residuos estranhos).

Estes dados, publicados anualmente no relatdrio elabora-

do pela JMPR comité misto, constituem a base para o estabeleci-
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mento da legislagdo internacional e também servem como subsidio
para a legislac@o de varios paises.
Entretanto, as tolerancias internacionais s3o estabele-

cidas pelo "Codex Alimentarius" Mundial, um terceiro organismo

internacional coordenado pela FAQ/WHO, através do seu Comite de
Residuos de Pesticidas em Alimentos (CCPR). Este Comit& reune-se
anualmente utilizando, para suas discussoes, resolugdes e deci-

soes, cujos dados saoc fornecidos pelo JMPR.

As tolerancias internacionais sdo aplicadas na importa-

¢ao e exportacao de géneros alimenticios, pois facilitam o comér-
cio internacional através de uma uniformidade de conceitos, evi-
tando as dificuldades que se tém originado devido as legislacdes

diferentes de cada pais [61.

2.3 - Diretrizes para o Estudo de Dissipagdo de Pesticidas em So-

los.

Para testes de persisténcia do pesticida em solo o EPA

indicou as seguintes etapas:

1. Determinar a extensio da dissipacdo dos residuos de pes-
ticidas em condigdes reais de uso.

2. Executar ensaios em pelo menos dois locais que sejam re-
presentativos das areas onde o pesticida sera utilizado,
incluindo locais adicionais se houver aprecidvel variaggo

no clima, regido,ou gualquer outra caracteristica.



.24,

3. Aplicar o pesticida de acordo com procedimento de aplica-
c30.e sempre na maior quantidade recomendada no rdtuleo do
produto.

4. Amostrar o solo da area tratada imediatamente apés o tra-
mento para assegurar a extensao da dissipa¢do do pestici-
da.

5. Obter testemunhas do local onde se pretende fazer a apli-
cagdo, antes da aplicag3o, e também das areas adjacentes

nao tratadas, a intervalos estabelecidos'durante o decor-

rer e término do estudo.

6. Obter antes e apds a aplicacio. No caso de éplicagaes
multiplas, coletar a segunda somente apds a- Gltima
aplicacao.

7. Coletar as amostras a uma profundidade de 15 ¢m se ndo
houver lixiviagao. No caso de lixiviacdo do pesticida no
solo, as amostras dever ser tomadas a uma maior profundi~-
dade. l

8. Definir a duragao do experimento pelas trajetdrias de de-
clinio do pesticida e da formagao e declinio dos produtos
de degradagao, para utilizacdo em culturas, pomares e pas-

tagens.,
2.4 - Consideragoes sobre Ensaios de Residuos.

2.4.1 - Os Ensaios em Campo.
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Os ensalos devem ser executados com as formulagoes co-
merciais propostas. A aplicac3o, preferencialmente, deve ser fei-
ta com equipamento comercial e de uma maneira andloga a usada pelos
lavradores e, ainda, deve-se dispensar o maior cuidado para se
assegurar que a aplicagaoc seja uniforme e completa.

Os ensaios devem sér realizados sob condigoes de campo
representativas, em periodos tipicos do ano, com prdticas agrico-
las que sejam comumente usadas. Uma vez que as condigdes climdti-

cas tem uma influéncia importante na persisténcia de um pestici-

da, os ensaios devem ser feitos nas areas onde este sera usado.

Sendo que um-dos objetivos do estudo de residuos é& for-
necer a base para a estimativa dos niveis mdximos de residucs, o
planejamenfo dos experimentos deve ser orientédo para a determi-
nagac e avaliagdo das condigdes e fatores gue levam aos residuos
maiores, que se obtém apés o uso recomendado.

Os-ensaios para a avaliagdo bioldgica podem ser aprovei-
tados para a obtengao de amostras para analise de residuos, se
tiﬁer havido um prévio planejamento para que os devidos cuidados
‘com os ensaios de residuos sejam tomados,e também se o tamanho da
parcela seja sufiéientemente grande para se obter amostras repre-

sentativas [7,8].
2.4.1.1 - Selegdo de Locais.

Os ensaios devem ser realizados nas principais dreas de

produgao e devem ser localizados para cobrir as variagoes das

principais condigdes (climaticas, sazonais, solo, sistema de cul-
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tivo, etc.) que devem ser satisfeitos para o uso pretendido do

pesticida [8].
2.4.,1.2 - Numero de Locais.

O numero de locais necessarios depende da variacdoc das
condigoes a serem cobertas, a uniformidade das culturas, na pra-
tica agricola e aos resultados que jd estdo disponiveis.

Se os dados a serem obtidos forem os primeiros, pelo me-

. -A N ' Ll # . . ]

nos tres diferentes locais sac necessarios a fim de se obter in-

formagdo adequada sobre os niveis de residuos a serem esperados.
Em culturas de cereais e batatas s3ao necessdrios pelo

menos cinco locais e ensaios de pelo menos dois anos [8].
2.4.1.3 - Repetigoes.

Ndo hd necessidade de repetigdo em locais individuais.
As variagoes dos niveis de residuos sdac pequenas comparadas com
as encontradas em locais diferentes. Quando sé gquer estudar a
uniformidade experimental, usa-se duas ou trés repeticdes em lo-

cais individuais com o mesmo tratamento [8].
2.4.1.4 - Parcelas.

0 ‘tamanho das parcelas varia de cultura para cultura,
mas devem ser suficientemente grande para permitir: (1) aplicar o

pesticida de uma maneira precisa e realistica, preferivelmente
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sob as mesmas condi¢des das praticas normais do local: (2) ter
uma parcela testemunha, que deve sempre acompanhar © ensaio, para
o fornecimento de amostras livres de residuos de .pesticida sob
investigagdo. A parcela testemunha deve estar localizada proxima
as demais, a fim de se assegurar condigBes climdticas idé&nticas,
mas suficientemente afastada para impedir contaminag3o a partir
de parcelas tratadas {(deriva, volatilizagac, etc.). Deve-se usar
bordaduras entre as parcelas, afim de se prevenir contaminagdo

cruzada [8,9].

2.4.2 - Aplicagao do Pesticida.
2.4.2.1 - Formulagoes.

Deve ser usada a formulagdo que sera ou ja é comerciali-

zada.
2.4.2,2 - Método de Aplicacido.

Tanto quanto possivel as aplicagoes devem ser feitas com
equipamentos semelhantes aqueles usados nas praticas comerciais
locais. Deve-se manter a uniformidade da aplicagdo, evitando-se

gqualquer contaminagaoc da parcela vizinha [8,9].
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2.4.2.3 -~ Dosagem.

Deve conter pelo menos dois niveis: a dose mdxima reco-
mendada e uma outra, preferencialmente, o dobro da dose recomen-
dada, isto se as condig¢des de fitotoxidade permitirem. Estes dois
testes fornecem orientagao sobre os niveis de residuos a serem
esperados se as dosagens excederem a permitida e informa¢do sobre

as relagdes entre dosagem e niveis de residuos.

Quando sao usadas pulverizagdes o volume por unidade de
area deve ser o mesmb em todos os locais e a concentragao dos
pesticida deve ser expressa em unidade de principio ativo por
unidade de &rea.

A dosagem zero seria a parcela testemunhaa qgual sao ne-
cessarias para:

- asseéurar que nao haja nenhuma.interferéncia na analise,
devido a outros compostos da amostra;

- estabelecer o nivel de recuperagdc de um pesticida na-
guele substrato, pelo método analitico.

- pesquisar, mno caso de uma nova cuitura, a estabilidade

dos residuos durante o armazenamento.
2.4.2.4 - Namero e Epoca de Aplicagdes.

O numero de aplicagdes e os intervalos entre elas devem

refletir o uso mdximo do produto recomendado para as circunstan-

cias [8,9].
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2.4.3 - Estudos de Degradagao.

Para ensaio de residuo, sdo coletadas amostras da cultu-
ra que esta sendo estudada. Este mesmo ensaio pode ser usado para
estudo de metabolismo e degradagao de um pesticida sob condigdes

de campo.

+2.4.4 - Amostragem.

A amostragem € a etapa inicial de uma andlise e envolve
grande responsabilidade, devendo ser feita criteriosamente, pois
todo um esforg¢o analitico estd na dependéncia direta dos cuidados
com gue tenha sido tomada essa amostra para analise.

E de importancia fundamental gque a amostra seja repre-
sentativa de um conjunto que se quer avaliar e a fofma de torna-
la -depende da natureza do material. A selegac das porgdes que
compbem a amostra de campo poderia ser feita ao .acaso, sistemati-
camente, ou seletivamente, por periodos pré-estabelecidos, depen-
dendo das circunstancias.

Deve-se fazer uma identificagao clara e segura e, sobre-
tudo, acompanhd-la através de fichas que déem o mdximo de infor-
magoes. Essa ficha é um guia para o analista, por, muitas vezes,
orienta-o no método analitico mais adequado.

Uma .Vez embaladas e etiquetadas, as amostras devem ser

imediatamente enviadas para o Laboratdorio de Residuos, acondicio-
nadas em gelo seco para mante-las nas condigbes em que foram en-

contradas, sem mudan¢as de qualquer tipo, como, deterioracgaoc, da-
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nos fisicos, contaminagdo, perda do residuo ou mudanga no conted-
ao de umidade.

As amostras devem ser analisadas tao rapidamente quanto
possivel apés a coleta. Quando.isto nao ocorrer devem ser guarda-
das a -202 C. Alternativamente poderia ser feita uma extrag¢ao com

solvente, sendo os extratos guardados a -202 C [8].

2.5 - Limpeza de Vidraria.

Um dos aspectos fundamentais para andlise de residuos de
pesticidas é a garantia da utilizagdo de vidrarias totalmente
isentas de contaminagao [8]. Vidrarias contaminadas influenciam
na analise gualitativa, produzindo picos no cromatograma na etapa
final da analise, e quantitativa pois a presenca-de contaminantes
pode levar a superestimagao do resultado para um deﬁerminado com-
posto. Deve-se tomar todo o cuidado em separar as vidrarias usa-
das com solugdo mais concentrada do composto, mesmo durante a la-
vagem.

A operacgac de limpeza dos materiais deve.ser efetuada,
imediatamente apds o uso. Quando sécos, a remogao de depdsito se
torna mais dificil.

Para se evitar a contaminagaoc cruzada através do deter-
gente ou de agente de oxidagao, especialmente materiais que en-
tram em contato direto com o pesticida, como os utilizados na
preparagao de padrodes (béquers, pipetas, balces volumétricos e
outros), estes devem ser bem lavados com acetona (descontamina-

¢do) antes de se iniciar as etapas de lavagem.
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As principais etapas comumente empregadas na limpeza de

vidrarias sao:

- Lavagem com detergente.
- Imersdo no detergente ou equivalente (se possivel a

502 C).
~ Lavagem com agua de torneira.

- Lavagem com agua destilada.

- Lavagem com acetona "grau pesticida".

- Secagenm.

A lavagem inicial com agua ou detergente, usando-se es-
cova, tem a finalidade de retirar grosseiramente os residuos de
materiais sdlidos e/ou oleosos.

O detergente normalmente usado para imers@oc em laboratd-
rios de andlise de residuo é o produto comercial Extran MA-0O1 al-
calino da Merck.

A solugdo original do Extran deve ser diluida de acordo
com o tipo de residuo com que se esté trabalhando ou seja uma so-‘
lugdo de 5% de detergente para residuos normais e solugio até 20%
para residuos muito resistentes. O tempo de imersido deve ser de 2
a 24 horas a temperatﬁra ambiente. Quando a solugdo € agquecida,
cerca de 502 C, o processo de limpeza €& acelerado.

Opcionalmente pode-se usar uma solucao aquosa de sabio
de cdco alcalino, preparada com raspa de sabdo de coco e adicio-
nando o hidrdxido de sédio até pH 10-12. Outras opcdes .seria o
emprégo de detergentes industriais, tais como Neutro Supersol

(Lever) ou Flax (Henckel) [8].
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Certos detergentes podem conter compostos orgﬁnicos Jque
interferem  na andlise cromatografica. Portanto, qualquer deter-
gente selecionado para limpeza deve ser criteriosamente verifica-
do.

Suspeitando-se que tragos de compostos organicos estejam
na vidraria apos o uso de detergente, deve-se ﬁsar um agénte oxi-
dante, por eXemplo, solugdo sulfocromica, deixando-se 0 material
imerso por algumas horas,

A lavagem com agua de torneira em abundancia é feita pa-

ra remover totalmente o detergente ou solucdo sulfocromica.

A lavagem com agua destilada é feita para remover depd-
sitos metalicos da agua da torneira.

A lavagem seguinte, com acetona, € para eliminar quais-
quer tragos finais de outro material organico e facilitar a seca-
gem. |

. A secagem do material n3dao volumétrico deve ser feita em
estufa. No caso de vidraria volumétrica, a secagem deve ser feita
no ambiente, deixando-os invertido em local seguro de contamina-
cao.

Os materiais limpos devem ser armazenados protegidos com
papel aluminio, evitando a contaminagdo por pd ou ar do laboratd-
rio.

Complementandc a limpeza, & prética comum, pouco antes
de iniciar a marcha analitica, lavar a vidraria com o solvente

que sera utilizado na andlise.
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2.6 - Pureza dos Reagentes.

A pureza dos reagentes, solventes, adsorventes, agua
destilada, etc., € de extrema importéncia, quando amostras estao
sendo analisados para residuos de pesticidas.

Contaminantes estranhos apresentam picos no cromatograma
e podem ter‘tempo de retencado similar ou sobreposto ac caracte-
ristico do pesticida, mesmo em duas ou treés fases estaciondrias
diferentes. Os contaminantes comuns de solventes e reagentes sao
os ftalatos orgdnicos, utilizados na fabricagao das tampas plas-
ticas dos vidros. Os ftalatos respondem de mode significativo,
mesmo em quantidade a nivel de tragos nos detectores por captura
de elétrons [8,9]. Da mesma forma, certos fosfatos organicos,
utilizados com a mesma finalidade, como fosfato de tricresila,
respondem aos detectores sensiveis ao fdsforo, como o Detetor
Termidnico Especifico ou Detector Fotométrico de Chama, modo fdés-
foro. Por essa razdo os solventes comerciais de qualidade "Resi-
duos de Pesicidas" sao embalados em vasilhames de vidro com tam-
pas contendo um protetor interno de teflon, de grande inércia
quimica [8,91].

Outros componentes a nivel de tracos, presentes nos sol-
ventes gue sao considerados como contaminantes, sao compostos
oxidantes, como peroxidos organicos, que podem oxidar pesticidas
durante as etapas de concentragao por evaporagao, provocando per-
das que podem mascarar oS resultados. A presenga de compostos de

carater acido ou bdsico podem gerar artefatos analiticos durante

as etapas de concentragdoc e evaporagdo. A agua pode acarretar em
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problemas sérios na etapa de "clean-up" com colunas de Florisil,
pois podem alterar o perfil de eluigao dé certos pesticidas, per-
mitindo a passagem de alguns interferentes, ja que o Florisil fi-
cara parcialmente desativado. ‘

Existem metodologias para tratamentos de solventes, rea-
gentes e agua a serem usados em andlise de residuo (destilacdo em
vidro, extragao, calcinacgao, etc.)

Solventes comercialmente designados "grau pesticida” ou

"destilado em vidro" podem, geralmente, ser utilizados sem pré-
vios tratamentos, mas torna-se necessario testa-~los antes do uso,
evaporando-se uma quantidade maior da que serd utilizado na mar-
éha analitica e injetando no cromatégrafo gaseso nas mesmas con-
digdes de analise. Isto é necessario visto que, mesmo os reagen-
tes “grau pesticida”, se estocados por muito tempo, pode Fformar
compostos interferentes, por exemplo, o hexano e a acetonitrilsa

que sofrem reagdes fotoguimica produzindo compostos que serdo de-

tectados pelo Detector por Captura de Elétrons [8,9].
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CROMATOGRAFIA GASOSA NA ANALISE DE RESIDUOS DE PESTICIDAS
3.1 ~« Conceitos Bdsicos.

Devido ao grande numeroc de compostos organicos gue come-
caram a ser usados como pesticidas; houve a necessidade de anali-
sar os residuos destes compostos em vdrios produtos agricolas
usados para alimentagdo, e no meio ambiente (ar, dqua e solo).

As baixas concentragoes presentes nas amostrés, na ordem
de ppm e ppb, requerem técnicas especiais, dentro das quais esta
a Cromatografia Gasosa.

Esta técnica,com mais de trinta anos, tem provado nesse
espago'de tempo, ser uma das técnicas mais importantes em Quimica
Analﬁtica Instrumental [10].

O desenveolvimento, nos anos 60, de novas fases estacio-
ndrias e o aperfeigoamento das técnicas de detecgdo tornou possi-
vel a separagao, identificagdo e detecgdo de compostos orgdnicos

1 a 10"‘13 gramas. Assim, a Cromatografia Gasosa

"a niveis de 107
tem sido um método muito importante na analise de residuos de
pesticidas e outros poluentes ambientais, devido a sua alta sen-
sibilidade, com o emprego de detectores especificos, grande capa-
cidade de separagao e rapidez no tempo de andlise [117.

A Crométogfafia pode ser conceituada como um metodo fi-

sico-quimico de separacdo de substancias. Os constituintes da

amostra a serem separados sac distribuidos entre duas fases: uma
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estaciondria (F.E.) de grande &rea superficial e outra, fase mé-
vel (F.M.)}, um fluido insdluvel que percola através da F.E. [10]

(Figura 3.1).

Figura 3.1 - Representagao esguematica de separacao de uma colu-

na cromatografica recheada.

9 [F.E) J — (F.m}
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’
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A fase estacionaria fica contida em uma coluna

e, com a passagem da fase movel, as substdncias constituintes da

amostra, a qual foi injetada na entrada da coluna, comegcam a mi-

grar com velccidades maiores ou menores, de acordo com suas inte-

ragoes com a fase movel e a fase estacionaria, devido as suas
propriedades fisico-quimicas.

A Cromatografia Gasosa é uma parte da cromatografia em

coluna, onde a fase estaciondria pode ser sdélida ou liquida e a

fase movel, um gdas.
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3.2 - Fase Mdvel.

As fases mdveis, por definigdo, sdo fluidas e podem ser
um gas, em Cromatogréfia Gasosa, ou um liquido, ém Cromatografia
Ligquida. A tecnologia cromatogréfica é, portanto, classificada de
acordo com a natureza fisica do material empregado como fase mo-
vel.

A.alta performance em cromatografia gasosa estd baseada
no fato de que a fase movel, sendo um gds, permite um rapido
equilibrio com a F.E.

Devido a baixa viscosidade do géé, a Cromatografia Gaso-
sa permite o uso de colunas longas com alto poder de separacgao
[12]. |

A dqualidade e a pureza do gas de arraste usado ¢ muito
importante. Ele deve ser também quimicamente inerte em relagio a
F.E., e 03 éomponentes da amostra compativel com o tipo de de-
tgctor usado.

| Os gases mais usados sdo: hélio, hidrogénio, argdnio,

nitrogénio e didxido de carbono.
3.3 - Fase Estacionaria.

Dependendo da fase estacionaria utilizada o mecanismo de
separacao dos compostos preSentes na amostra sera diferente.

Baseando-se neste fato, a Cromatografia Gasosa pode ser
dividida em Cromatografia Gds-sdlido, onde o mecanismo de Separa-

gao envolve o fendmeno de adsorgio e Cromatografia Gas-liquido,
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onde o mecanismo de separag¢do envolve sempre o fendmeno de parti=-

gao [l10,13].
3.3.1 - Cromatografia Gds-sélido.

A fase estaciondria é um sdlido de grande drea superfi-
cial, deve ser uniforme em composig¢do para ter interagdes repro-

dutiveis, com difmetro de particula regular para ter bom enchi-
mento, e mecanicamente resistente para evitar quebras no manu-

seio.

Alguns exemplos s3o:
3.3.1.1 - Materiais adsorventes sintéticos de grande drea super-
ficial com granulometria apropriada como, por exemplo: carvao
.ativo, com éreas de 600 a 3000 m:yg ou silica com areas que podem
chegar a mais de 500 mz/g.

Estas fases éstacionérias s3o sintetizadas como particu-
las esféricas ou de estrutura irregular, com malhas na ordem de

80-100, 100-120 ou 120-200 mesh.

3.3.1.2 - Polimeros porosos obtidos por técnicas de polimerizacgdo
especial de mondmeros bifuncionais, usando a obtengdo de resinas
termorrigidas (n3o fundem com o calor), insoltiveis nos solventes
comuns e de alta area superficial, como poliestireno copolimeri-
zado com divinilbenzeno e cianovinilbenzeno.

As resinas assim obtidas tem formas esféricas macrorre-

ticulares com alta area superficial e granulometria controlada.
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3.3.2 - Cromatografia Gas-liquido.

A fase estaciondria é um liquido de baixissima pressio
de vapor a temperatura de trabalho e alta estabilidade quimica e
térmica, como exemplo: hidrocarbonetos, ésteres e poliésteres,
polisiloxanas (siliconas) e polietilenoglicdis.

A razdo do maior uso de Cromatografia Gds-liquido €& a
~existéncia de grande variedade de fases liquidas com diferentes
propriedades [13],

As fases estacionarias liquidas sdo depositadas sobre
suportes, para uso em colunas recheadas ou sobre as paredes de
tubos capilares.

Os suportes sélidos para uso em colunas recheadas tem a
fungao de reter o liguido para formar um filme ligquido com a me-
nor espessura possivel e com o menor numero de canais (poros fi-
nos), a fim de evitar o fendmeno de difusao, que acarreta em um
alargamento dos picos e, consequentemente, em uma redugao no nu-
mero de pratos tedricos da coluna. Os suportes devem ser quimica-
mente inertes, ter pouca capacidade de adsorc¢do, ser mecanicamen-
‘te estdveis, suportar, sem a minima modificagdo as condigdes de
uso da coluna e, além disso devem ser cataliticamentes inertesg. A
Superficie especifica dos suportes déve ser da ordem de 1 a 20m2
[101.

. . Os materiais mais comuns usados como suportes provem da
terra diatomdcea, freguentemente tratada afim de eliminar o ferro
€ 0s grupos quimicamente ativos. Outros materiais,incluem silica
porosa, teflon e sais inorgdnicos. Também s3o usados esferas de

vidro e polimeros porosos [10].
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3.4 - Colunas Cromatogréficas.

A coluna ¢é a parte mais importante do cromatografo a
gds. A escolha certa do tubo da coluna e a sua fase estacionaria
(1iquida ou sdlida) determina a eficiéncia da separacio e da
quantificagao que pode ser realizada com o éistema f{11].

Os materiais normalmente usados para fabricacgdo dos tu-
bos das colunas saoc o vidro e metais como cobre, aluminio e ago
inoxidavel [12].

Para andlises de residuos de pesticidas, s3c recomenda-
das as colunas de vidro, pois muitos pesticidas, quande expostos
34 superficie quente do metal, sofrem decompoéigéo. Também &
recomendado a injeg3o na coluna ("on-columm"), para a amostra en-
trar em contacto somente com a fase estaciondria e a superficie
de vidro da coluna, desde a injegao [11].

As colunas cromatograficas podem ser de dois tipos bdsi-
cos: recheadas, de diametro interno de 2 a 4 mm; e capilares, de
diametro interno de 0,1 a 0,7 mm;, um tipo, de transicao entre as
duas primeiras, é a coluna capilar recheadas de didmetro interno
de 0,5 a 1,0 mm,.

A Cromatografia gds-liquido com colunas recheadas tem
sido mais usada para analises de residuos, devido a sua variedade
de opgao.

O suporte deve ser silanizado para minimizar a adsorgéo..
Varios suportes inertes sio recomendados, tals como Cromosorb W

ou Cromosorb G, ambos silanizados [8].
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As fases liquidas para analise de residuos devem ser
aquelas que, em altas temperaturas, apresentam baixa taxa de san-
gria, minimizando a contaminagio do detector. Materiais como me-
tilsilicones, com polaridade moderada com 50% de grupos fenis,
tém provado serem excelentes fases liquida para andlises de residuos

de pesticidas [14,15].

3.5 - Detectores para Cromatografia Gasosa.

O Detector para Cromatografia Gasosa € um dispositivo
gue transforma em sinal élétrico conveniente a variagao da compo-
éigéo do gés de arraste ao sair da coluna cromatografica. O sinal
elétrico €& registrado e os picos obéervados sao integrados para
fins deuquantificagéo.

Existem dezenas de detectores utilizados em Cromatogra-
fia Gasosa, alguns de resposta universal e outros seletivos ou
especificos, sensiveis somente a uma classe de compostos ou a
certos elementos.

O detector mais utilizado em Cromatografia Gasosa & o
Detector por Ionizagdo em Chama (DIC);.sensivel a quase todos
os compostos contendo carbono e hidrogenio [10].

Em analise de residuos de pesticidas os detectores espe-~
cificos s3o os mais usados;tais como [11] o Detector por Captura
de Elétrpns (DCE), que pdssui alta sensibilidade*, na faixa de

ppb, para compostos halogenados, também apresentando resposta pa-

* A sensibilidade pode ser definida como a relagdo entre a regposta do detec-
tor e a concentracdc da amostra, uma maior inclinagdo no grafico resposta do
detector versus concentracio da amostra implica em maior sensibilidade.
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ra outros compostos que contenha S, Nozlou C=0 conjugado; o De-
tector TermioOnico Especifico (DTE), que possui sensibilidade na
faixa de ppb para compostos contendo fdsforo e sengibilidade de
ppm para compostos contendo nitrogénio; e o Detector Fotométrico
de Chama (DFC), especifico para enxofre e fésforo com sensibili-

dade na faixa de ppb [13].

3.5.1 - Detector Termidnico Especifico.

Na literatura este detector é denominado: Detector Ter-
mionico Especifico (DTE), Detector Termidnico (DTI) Detector por
Ionizagac de Chama Alcalina (DICA); Detector Quimi-ionizacdo
(DQI) ou Detector de Nitrogénio e Fdsforo (DNP). O mecanismo de
detecgao nao envolve medidas de corrente de ionizagdo das subs-
téncias eiuidas, como neo DIC, mas envolve mudangas na ionizacao
de um metal alcalino presente no detector [16].

| 0 detector usando sal de me£a1 alcalino foi primeiramen-
te descrito em 1964. Desde entao, tem sido um dos mais usados 
especialmente em analises de compostos contendo fésforo e nitro-
génio.

O DTE usa um éolétor similar aoc DIC, contudo este cole-
tor contém uma resisténcia de aluminio recoberta por um sal de
metal alcalino (rubidio ou césio) que é aquecida eletricamente.
Na presenga desta fonte termidnica e com um fluxo significante~
mente menor de hidrogénio e ar sintético do que o usado no DIC,

as moléculas organicas contendo nitrogénio e fdsforo sio ioniza-

dos mais eficientemente. Os ilons sao coletados e é medida a cor-

rente resultante.
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A caracteristica comum em toda construgdo do DTE é a me-
dida da corrente de ionizagdao como somatorio de todo o - processo
de ionizagdo que tem lugar no detector, predominando a ionizagao
do metal alcalino. A energia térmica para o processo de ionizagdo
¢ liberada pela combustdc ou pelo aguecimento elétrico.

O mecanismo de detecgdo tem sido explicade sob varios
pontos de vista. Assume-se que os produtos de combustac de subs-
tancias que contém fésforo reagem com o metal alcalino ou com seu

sal, sendo que o sinal do detector corresponde a ionizagao prove-

niente da evaporagao do sal. Sugere-se também que a ionizagao
resulta de colisdes do dtomo do metal alcalino volatilizado na
éuperficie.do sal com intermedidrios (por ex. radicais) formados
na chama. Outro mecanismo envolve a evaporagao do sal do metal
alcalinb na chama como resultado da interagdo com protons. O me-
canismo tem. sido parcialmente elucidado pelos experimentos com o
detector sem chama, chamado detector de guimi-ionizagao. O re-
sultado mostra que a ionizagdo ocorre na fase gasosa e gque hidro-
genio ou produtos de combustao nao sioc necessdrios. Neste caso, a
ionizagao depende da gqguantidade de metal alcalino presente na fa—‘
se gasosa, a qual depende da temperatﬁra ac seu redor J16].

Apesar de vérias teorias terem sido preopostas para ex-
plicar o mecanismo envolvido no sistema termidnico, em geral a
energia térmica € a requerida para atomizar um particular sal de
metal alcalino.

O metal alcalino formado, dissociado em ions e elétrons,
é submetido a um campo elétrico. Os elétrons sio coletados e pro-

duzem uma corrente de fundo proporcional ac numero de ions. A
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presenca de moléculas contendo os halogénios, fdésforo e nitrogé-
nio podem aumentar a razao (taxa), portanto aumentando o sinal. O
sistema é complexo e ndo permite uma teoria completa do fendmeno
que se acredita estar acontecendo. Tem sido provado gue o proces-
so nao depende da enérgia térmica e do produto de combustio na
chama, propriamente dita. Por estas razbOes muitos pesquisadores
preferem 0 termo "Ionizagac Termidnico". As temperaturas para o
detector estao na faixa de 600-900° ¢ [13].

O DTE ¢é altamente indicado na detecgdo especifica de

compostos organicos contendo N ou P, em gquantidades extremamente
pequenas, na presenga de outras classes de compostos. ¢ nivel mi-

nimo de detecgao de compostos contendc esses elementos € da ordem

=13

de 10 g/s para compostos nitrogenados (determinado com azo-

~14

benzeno) e 6 x 10 g/s para compostos contendo fésforo (deter-

minado com malation).
A seletividade para nitrogenio, determinado pela razdo

de sensibilidade para compostos contendo nitrogénio comparado com

os hidrocarbonetos (N/HC) é da ordem de 5 x 102 , enguantoc que a

seletividade entre os elementos (P/N) é da ordem de 2:1.

As faixas dinamicas lineares sio lO5 e lO4 para N e P,
respectivamente, |

Desta forma, a guantidade minima detectdvel* (Q.M.D.)
estd entre 10 %e 10~V g do elemento.

* Q.M.D. € definida como quantidade de massa injetada que produz uma respos—
ta do detector iqual a duas vezes o ruido. Quando calculado para determina-
cao de um composto € uma medida da funcdo de todo o sistema cromatografico
e nao apenas do detector.
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Com o decorrer do tempo de uso, hd um gasto no sal, di-
minuindo a sensibilidade e a seletividade da detecgao, tornando-~
se necessarias maiores correntes de aguecimento para se obter a
mesma corrente de fundo e a mesma sensibilidade [10].

As condigoes recomendadas [10] para os gases empregados
no DTE. sdo: vazao do gas de arraste (N, ou He): 25 - 30 ml/min;
vazdo . de hidrogénio: 2,5 ml/min; vazZo de ar sintético: 120 ml/
min.

O DTE é, portanto, um detector destinado unicamente a
determinagao quantitativa de tragos de compostos contendo N ou P
em solugdes extremamenté diluidas, empregando coluhas recheadas

cu capilares.
3.6 - Analise Qualitativa

A andlise qualitativa em cromatografia é um dos aspec-
tos mais importante na determinagdao de residuos de pesticidas,
pois é de primeira importancia a identificagdo dos pesticidas que
estdo presentes na amostra.

Existem varios métodos que usam a comparagdo com pa-
droes, onde compara-se o tempo de retengdo, "tr", do composto
presente na amostra com o tr do padrao injetado nas mesmas condi-
gOes cromatograficas.

A confirmagao da identidade dos tr € obtida adicionando-

se uma quantidade de padrdo a amostra, onde deve haver um aumento

na altura do pico em questao; sem alterar significantemente a

largura da base. Para uma confirmagdo da identificagdo de um pi-
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co, €& necessdrio injetar a amostra em outra cocluna de diferente
bolaridade;

A retencao relativa, isto €, a razao do ¢ty do
composto ac tgr de um padrio, é também muito usado na identifica~
gdo, pois através deste processo elimina-se desvios nos parame-
tros da coluna e condigdes de operagdo que poderiam ocorrer no
dia a dia (Figura 3.2). O padrdo poderia ser outro componente da

-amostra ou novo composto a ela adicionado.

Figura 3.2 - Medidas da xetencao relativa, (RR) com composto 2

tomado como padrao.

— 1 '
- 3
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! l
injegﬁoj picol  pioz b3
Existem tabelas que listam a retencdo relativa (RR)

de pesticidas em relagdo ao Aldrin, tomado como padr3o, para va-
rias colunas cromatdgraficas usadas nas andlises de residuos.

A técnica mais sofisticada e mais segura na identifica-
cao é o uso da Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de
Massas. Nesta, amostras de cerca de 10~1° g podem ser identifica-

das pelos fragmentogramas apresentados. Para identificacdo de

amostras complexas a completamente desconhecidas, deve-se empre-
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gar técnicas auxiliares, em que as substancias & serem analisadas
aevem ser coletadas na saida da Cromatografia Gasosa para que as
suas estruturas moleculares possam ser determinadas, usando-se
Espectrometria de Massas e Espéctrofotometria Infravermelho, Ul-
tra-vVioleta ou Visivel, ou ainda pode-se empregar reagdes especi-
ficas, que permitem caracterizar a amostras em grupos de substan-

cias homoldgas.

3.7 - Andlise Quantitativa.

A guantificacgdo em Cromatograglia Gasosa pode ser  feita
através de varios meétodos,que medem as quantidades relativas re-
gistradas nos cromatogramas, como as medidas da altura do pico e ©
célculo de sua area.

A determina¢do de altura de pico é um método de quanti-
ficagdo. E vadlido para substancias que apresentam fdcil eluig3o
(baixo tempo de retengao), com picos altos e estreitos. As corre-
lagoes, altura do pico versus concentragido, sac lineares apenas
em uma faixa de concentragao. £ necesséria, portantc, a constru-
¢ao de uma curva de calibra¢do que contenha os niveis de concen-
tragao para cada amostra a ser analisada, polis uma extrapolagao seria
erronea. A medida da altura do pico j& foi sugerida para andlise
de residuos de pesticidas [17,18,19].

A érea de um pico pode ser matematicamente expressa como
integragao do tempo de resposta do detector, que tem uma correla-
g&g quantitativa com a concentragao do componente no gas de ar-

raste ou com a massa do componente que passa por ele, dependendo

do tipo de detector em uso.



A determinag¢do da area do pico pode ser feita por varios

métodos [3,12].

Cortando-se o pico e pesando-o; método tedioso e ndo mui-

to preciso (o= 3 - 5%).

Calculando-se a area, multiplicando a altura do pico pela

" largura medida na metade da altura do pico; método sim-

ples e preciso para picos simétricos ( 0= 2,5 -4,0%) mas

nao aplicavel para picos assimétricos.

Calculando-se a area através da triangulagaoc (metade de
produto daaltura x largura de base); também método bom s0

para pico simétricos.
Usando-se um planimetro para a medida da area. Neste caso
tem-se erros mecanicos,que dependem da habilidade da

pessoa que estda realizando a andlise (@ = 4 -6%).

Aplicando~se um integrador mecdnico (g= 1 -2%) eletrome-

cédnico (o = 1 -2%) ou eletronico (o= 0,2 -0,5%) [12].

Embora os integradores apresentem, em geral, erros meno-

res, nao sao recomendados para integragao em andlise de residuos

de pesticidas, porgue estes integram tudo o que estiver acima da

linha de base, que é tomada como zero [11].. Usando-se o cromatd-

grafo

com alta sensibilidade o que é necessario quando se trata
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de niveis baixissimos de composto, o sinal da linha de base ou o
zero do aparelho tende a cair, e o integrador integra esta parte

negativa junto com os picos (Figura 3.3) produzindo superestima-

¢d0 na area dos picos.

Figura 3.3 - Linha de Dbase do integrador eletrdnico depois de

certo tempo.

| b

Liilmrde base do infegma’or

As areas ou alturas obtidas pelos métodos indicados po-
dem ser relacionadas com as areas ouas alturas dos picos de padrdes
de concentragdes conhecidas e assim determina=— se a concentragao da
" amostra. O cdlculoc da composigdoc pode ser feita através de cali-

bragao externa ou adig¢ao de padrao interno.

3.7.1 - Padronizacao Externa.

A padronizagdo externa € a comparacac da area ou altura

do pico de uma certa substdncia presente na amostra com a do pico

do padrao, injetado separadamente com uma concentracao conhecida
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(solucao padrao). Deve-se construir a curva de calibracao rela-
éionando“se‘é area ou altura do pico versus a concentracao, e es-
timar a concentragac da amostra por interpolagdes, baseando-se na
sua altura ou area {9]. Este método é recomendado gquando € neces-
sdario a analise de um numero relativamente grande de amostras em

curto tempo.

3.7.2 - Padronizagao Interna.

A padronizagdo interna consiste na adigao de um composto
padrao, em uﬁa concentragdo conhecida, a amostra. Este deve ter
tempo de retengao conhecido e diferente de todos os componentes
presentes na amostra a ser analisada.

Faz~-Se a comparagao da area ou altura do pico do padrao
com pico do composto.

A curva de calibrac3o é feita plotando a razdo da area
do pico do componente a ser determinado e do padrdo versus a ra-
z3o das massas encontradas em amostras contendo ambos, o componen-
.te e o composto padrac em concentragoes conhecidas. Na padroniza-
‘gd3o interna ndo hd necessidade de corrigir variagdes instrumen-
tais; € muito Util para determinagdes ocasionais. Contudo naoc ¢é
recomendado para a determinacdo de multi-residucs de pesticidas,
desde que os métodos para multi-residuos podem detectar e quan-
tificar um grande numero de diferentes compostos, e a escolha de
um composto padrao adequado, com estruturas e propriedades croma-

tograficas apropriadas € muito dificil [91].
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3.8 - Contaminantes.

Na analise cromatogrifica de residuos de pesticidas apa-
recem frequentemente picos devidos a contaminantes.

Estes picos estranhos interferem no cromatograma das
amostras, levando a falsas interpretagoes qualitativas e gquanti-
tativas.

Por isso € extremamente importante ter em mente o pro-
blema de contaminacao quando se trabalha com detector especifico,

que responde a niveis de parte por bilhdo do composto.

Estas interferéﬁcias podem se originar de muitas fontes
[20], no campo (discutidas no capitulo 2)e no laboratdrio.

No laboratdrio, as fontes de contaminagao saoc os solven-
tes usados para extragao, lavagens, transferéncias e eluigdo da
coluna de purificagao (discutidas no capitulo 2). Portanto, é ne-
cessdrio o uso de solventes especiais para andlises de residuos,
é importante executar um branco do método, onde deve ser verifi-
cado nao sé os reagentes,mas tambem todo o material usado, in-
cluindo o papel de filtro, que pode conter gordura como contami-
nante, ou as fases estacionérias, usadas em coluna para purifica-
¢ao, gque pode ter contaminantes do frasco de plastico em que se&
encontra.

A vidraria também é fonte de contaminac3o quando nio la-
vada com os devidos cuidados, causando sérios problemas. O uso de
tampas de Teflon também & recomendado para se evitar usar a gra-
xa para vidro [11}. A seringa usada na injecdo da amostra na cro-

matografia gasosa deve ser cuidadosamente lavada e separada da
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seringa usada para injetar padrdes na confecc3o de curva de cali-
-bragéo. |

No cromatografo, as fontes de contaminagdoc podem ser o
septo que deve ser sempre troéado, sangramento da fase estacio-
naria da coluna, que pode também ocasionar aparecimento de pico
de contaminantes, e sujeira no detector.

Devé-se sempre fazer inje¢ao de solvente puro para se

verificar as condigdes do aparelho.



CAPITULO 4

COMPORTAMENTO DE PESTICIDAS EM SOLOS

Para os estudos realizados sobre degradagao, metabolis-
mo, mobilidade, adsorgdo, dissipagdao e acumulo de pesticida em
solo, compararemos os métodos usados para extragdo do principio

ativo, os metabdlitos e produtos de degradacao e os métodos usa-

dos para a identificagdao e a quantificagdo dos mesmos. Comparare-
mos também a meia-vida encontrada para os diferentes pesticidas e
seus produtos de degradaééo em diferentes tipcs de solos e os fa-
tores que afetam a interagao: pesticida versus solo. Nao € nosso
objetivq apresentar uma revisao detalhada e exaustiva dos estudos
de dissipagao de pesticidas ja realizados dentro e fora do Bra-~
sil, mas mostraremos alguns trabalhos relacionados para situar o
presente trabalho de tese.

) Existem tres fatores importantes que sao considerados
nos estudos de interagao entre pesticida e solo: "Propriedade do
Pesticida"™, "Propriedade do Solo" e "Fatores Ambientais", os
guais afetam muito a interagaoc do pesticida com o solo [21].

Dentre os estudos de movimento de pesticida em solos,
existe a tendéncia dos autores de enfatizar um ou outro destes
fatores, algumas vezes até com discordancia nas conclusdes de um
trabalho para outro.

A maior parte dos experimentos nos trabalhos realizados
foram montados em laboratdrios, usando colunas de solo, ou placas

cromatograficas com solo. Outros experimentos foram realizados
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em laboratdrios simulando condigdes de campo em cimaras de cres-
cimento, e oﬁtros fora do laboratdrio em caixas ou tubos de PVC
contendo .0 solo em teste e enterrados em leito de areia, porem,
nao em condigdes de campo. N3o foram encontrados estudos publica-
dos sobre dissipagao de pesticida em condigdes reais de campo.
Constenha, Moza, Scheunert [22], realizaram um trabalho
sobre o comportamento de Buturon-14C em solo durante sete anos.
As amostras de solo foram colocadas em condigdes ambientais de

clima, em caixas 60 x 60 x 70 cm fora de laboratdrio. Foram cole-

ﬁadas amostras 1,5; 2,5; 3,5; 6,0; e 6,5 anos apds a primeira
aplicagdao do herbicida.

O Buturon e seus metabdlitos foram extraidos com cloro-
férmio. A separac3o dos metabdlitos foi realizada por cromatogra-
fia em camada delgada, a identificagao por cromatografia gasosa
acOplada a espectrometria de massa e a quantificagao por espec-
trometria de cintilagido liquida.

Os autores enfatizam que a remogao de residuos radiocati=-
vos do solo pela colheita das plantas e pela lixiviagao com égua.
€ de importdncia secunddria quando comparada com a perda para at-
mosfera, a qual pode ser atribuida pela total degradagao em CO2
por mineralizacgao e/ou‘conﬁerséo para o produto volatil do Butu-
ron pelo fator abidtico, bem como pelos microorganismos.

Verificou-se que esses processos sao mais ativos durante
08 primeiros anos e diminuem com o tempo. Os autorés sugerem que
o herbicida forma um complexo estdvel com acido himico e/ou argi-

la do solo e impossibilita a degradagdo bidtica ou abidtica. A

andlise dos resultados de concentragdoc de residuos versus tempo
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mostra que a dissipagao do herbicida no solo segue uma cinética
de primeira ordem [22].

Os autores concluem gque, embora o herbicida Buturon seija
conhecido c¢omo nao persistente, alguns de seus produtos de con-
versao persistem no soloc por mais de 6 anos [22].

Helene, Lord e Rﬂegg [23], estudaram a persisténcia, 1i-
xiviagdo e volatilizagdao de Aldrin-14C em dois solos brasileiros.
0 expérimento foi montado no laboratdrio, em frascos fechados com

tampas pldsticas, forradas com espuma de poliuretano, para absor-

%er o material volatil e, também, fora do laboratdric onde os so-
los foram colocados em colunas de PVC de 30cm de comprimento por
5cm de diametro e introduzidas em leito de areia.

A extragao do pésticida fol fgita com uma mistura de he-
xano e isopropanol, 1:1, com agitagdo mecdnica por 4 horas. O ex-
trato de solo foi gquantificado ?or cromatografia gasosa com de-
tector por captura de elétrons e por cintilometria e os metabdli-
tos. foram identificados por cromatografia em camada delgada. Os
resultados obtidos para o experimento montado fora do laboratério.
mostraram que apds um ano, recuperou-se 36% da atividade aplicada
nos 10 cm superiores de um solo rico em matéria organica, em con-
traste com outro solo,rpobfe em matéria organica, na qual persis-
tia apenas 8% distribuidos nos 20cm superiores.
| No experimento do laboratdrio, verificou-se que, apds
120 dias, 30,9% da radioatividade aplicada ao solo rico em maté-
ria organica foi detectada na espuma e 61,7% da radioatividade
aplicado ao outro solo, pobre em matéria organica. Um aumento da

umidade do solo determina aumento da radioatividade detectada na
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espuma sobre o segundo solo. Cromatografia em camada delgada de
extrato de solo revelou a presenga de Aldrin e Dieldrin, seu me-
tabdlito, além de um terceiro material radiativo, nao identifica-
do.

Yaron e Swoboda [24], também realizaram estudo do com-
bortamento do inseticida Aldfin~l4C, usando solugoes aquosas ele-
troliticas em colunas de solo arenoso e argiloso, simulando con-
dicbes de campos. A quantificagi3o foi realizada usando cromato-

grafia gasosa e também espectrometria de cintilagdo liquida.

Esses autores observaram, que a maior adsorgaoc ocorreu
em solos ricos em ambos argila e matéria organica, menor adsorgao
em solos argilosos, pobre em matéria organica, que funcionaram
como inerte. '

Com este estudo fica confirmada as conclusdes anteriores
de Helen, Lord e Ruegg [23].

Haﬁaker, Goring et al [25], estudaram sorgdc e 1lixivia-
gdo de um novo e potente herbicida e regulador de crescimento,
ﬁcido 4-amino-3,5,6~tricloropicolinico, em oito tipos de solo.

A sorgao foi determinada usando solucdo neutra (2ml) do padrao do
herbicida radiomarcado cawm carbono-14, que foi adicionado em 0,5
grama de solo. A mistura foi deixada a 252C com agitacdo intermi-
tente e, depois, a mistura foi centrifugada por 20 minutos. Foi
feito contagem por cintilagdo liquida do sobrenadante. Os resul-
tados confirmaram que a presenga de matéria organica é mais indi-
cativa da adsorgao do herbicida no solo do que o tipo de solo. Um
experimento de lixiviagao em coluna do solo em teste confirma es-

se resultado. Uma outra conclusao importante foi que, gquando se



.57.

béixa o pH, o solo tem comportamento de coluna de troca idnica e
nao de adsorgao.

Musumeci e Lord [26], estudaram adsorgaoc, lixiviagdo e
persisténcia do fungicida Carbendazin, radiomarcado com carbo-
no-14, em trés tipos de solos brasileiros.

O experimento de adsorgao fei realizado adicionando-se
uma grama de solo séco em solugido de Carbendazin-14C e, apds agi-
tagdo mecdnica por quatro horas, tirando-se aliquota para conta-
gem no c'intiiadqr liquido. |

Os experimentos de lixiviagdo foram realizados usando-se
cromatografia em camada &elgada onde a fase estacionaria foi cada
solo em teste, aplicando-se Carbendazin-14C e usando-se agua des-
tilada como fase movel. A revelagdo foi feita através da impres—
sao deixada em um filme fotografico.

A eitragéo do fungicida do solo para o estudo de persis-
téncia foi realizado com uma.mistura 1l:1 de acetona e cloreto de
amonioc agquoso. Depois a acetona foi evaporada e a quantificagéo’
foi por cintilagdo liguida. Os autores concluiram que os solos
com alto conteudo de matéria orgdnica apresentam elevada sorgdo e
menor mobilidade do Carbendazin em termos da lixiviagdo. O Car-
bendazin foi persistente nos trés solos, ocorrendo, porém, maior
degradagao em solo com mais alto teor de matéria orgdnica. Isto &
explicado pelo fator da existéncia de maior concentragac de mi-
crooganismos em solos com mais alto teor de materia organica.

Utilizando experimento semelhante ao de Musumeci e Lord

f26], Helling [43] estudou o movimento do herbicida 5-Triazina em

diferentes tipos de solos, onde a lixiviacdoc foi estudada em co-
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lunas de solos na vertical e o movimento foli estudado em placas
.de camada'delgadé com solo. Dos resultados encontrados, o autor
conclui que a Triazina tem baixa ou moderada meobilidade, gque de-
pende da capacidade absortivé do solo e do poder adsortivo do
herbicida estudado.

Yaron and Saltzman [21] realizaram um trabalho sobre in-
teragdes fisico-quimicas do inseticida Paration com o solo e seus

constituintes. Paration é um dos pesticidas organofosforados mais
usados no controle de insetos em planta e na superficie do solo.

Algumas conclusdes praticas sobre comportamento do Para-
tion podem ser tiradas:

~ 0 solo no meio ambiente constitui um sistema de tres (3)
fases: particulas inorgdnicas e matéria orglnica forma a
fase sdlida; solo-dgua, a qual tem substancias dissol-
vidas, forma a fase liquida; solo~ar com diferentes com-
posicie da  atmosfera forma fase gasosa. A fase sodlida
(mineral e organica) é cerca de 50% do volume do solo.
O inseticida Paration é distribuido nas trés fases. Na
auséncia de dgua, o Paration é preferencialmente | distribuido
na fase sdlida.

- A afinidade do Paration com os constituintes da fase sdélida
do solo decresce na ordem: matéria organica > frag3o de ar-
gila #‘fragéo arenosa.

- Dentre os constituintes do solo, o0s gque potencialmente rea-
gem com o inseticida sdo argila mineral, carbonato, enxofre
e a matéria organica do solo. Esta ultima é uma matéria
nao homogénea e uma das mais complexas existentes na natu-

reza.
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um processo

das proprie-

Dentre muitas conclusdes importantes do trabalho estd o

fato que

a analise de correlagaoc das propriedades do soloc e a

sorgdo de Paration (Figura 4.1) mostra que o conteiddo de matéria

organica & o fator principal, que afeta a afinidade de paration
para o solo.
Figura 4.1 - Correlagdo entre capacidade sortiva para Paration e

algumas propriedades do solo (Saltzman e Yaron [21].

12 T Y

- : + - '.
3 .
af- LN + . . .
» . r= 0639 s »  =0427
» * - -
of F )
(] i ) i i 1 i ]
0 2 4 3] 8 0 20 40 60 80
., a ‘ . 'y
Materia Organica (%) Capacidade de Troca de Cation
(mg/100g solo)
1 )
2 T L " T ; T T .7
= C e ol
8 . .0 -t . . m
I ¢ . -+ . Rk
S . -+ : . oo A
L . . . -
- = L ] o = .
. .. r=0.411 % r=0.387 .
H 1 i i 1 A i ]
0 20 20 50 300 100 200 300 400 500
Argila (%) Area Superficial (m? /q)



.60,

Contudo, o coeficiente de correlagao, 0,639‘é baixc, in-
dicando que nao ha uma caracteristica simples do solo que pode
ser usada‘para predizer a sorgao de Paration pelo solo. O0s mine-
rais envolvidos no solo sdao importantes. Por exemplo, fons de
calcio aumenta a degradagao do pesticida.

A presenga de agua livre muda a distribuigdo, porque a
dgua nao agird somente como um solvente, mas também como competi-

dor de sitios de adsorgdo. A persisténcia de Paration em Aareas

umidas ¢ maior, devida a sua presenga também na fase liguida.

As diferen¢as na persisténcia de paration em solos com
diferentes propriedades indicam que a degradacgaoc quimica & afetada
primeiramente pelos constituintes do solo.

A linearidade da curva de degradagdoc (obtida plotando
log(a-x) versus t, onde’a'é quantidade inicial de Paration e 'x" a
quantidade hidrolizada no tempo'tiindica uma reagac de primeira

ordem. A meia-vida, tl1/2, é calculada com a equagio:

A=
t1/2 ‘=_“1_-_- 14 a tl/2 = 1n2
K a/2 K

Thomas e Swoboda [27], estudaram o movimento do inseti-

cida Paration em colunas com oito tipos diferentes de solo, simu-
lando a lixiviagdo com agua destilada. Foi usado Paration radio-

'marcado com fésforo-32. A quantificacdo foi feita por cintilagdo
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liguida e, também, por cromatografia gasosa com detector termid-
nico especifico. Com os dados obtidos os autores concluiram que a
adsorgao ¢ proporcional a conteudo de matéria orgdnica e depen-
dente do tipo de solo e também que é pouco provavel a contamina-
¢3o de aguas subterrdneas por lixiviag3o de Paration em condigdes
normais de chuva.

Paration é geralmente considerado niao persistente em so-
lo. Carlo et al [28] mostraram que Paration foi detectado em solo

16 dias apds aplicagdo. Contudo Nicholson et al [29] encontraram

Paration em solo 9 meses apds aplicacio. Mac Phee.et al [30] con-
seguiu recuéerar 21% do Paration aplicado no soloc 4 anos e meio
anteriormente. Tais discordancias de resultados é devido a com-
plexidade das liga¢des formadas entre os pesticidas e o solo.

Andrea, Lord, Bromilow e Rﬁegg [31], estudaram degrada-
Gao de‘Paration—14C em dois tipos de solos brasileifos. O experi-
mento todo foi realizado em laboratdrio a temperatura ambiente, on-
de se adicionou diretamente ao solo solugdo aquosa de Paration-14C.

0 14CO2 liberado foi medida, bem como a gquantidade de
inseticida extraido. A extragdo foi feita com hekano e n-propanol
"(1:1) com agitagdo por 4 horas, separando o sobrenadante. As
quantificagbes foram feitas por cintilagdo liquida.

Os autores concluem gque a récuperagéo de Paration por
extragdo ocorreu mais rapidamente no solo rico em matéria organi-
ca. Deste, uma maior quantidade de radiocarbono foi liberada sob
a forma de 14CO,, em comparagao com o solo pobre em matéria orga-
nica. A evolugao de 14C09 do solo rico em matéria organica de-

cresceu rapidamente em solo seco, mas sO uma pequena influéncia
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do conteudo de umidade foi observada com o solo pobre em matéria
organica.

O radiocarbono remanescente neos solos f£6i analisado por
combustao depois de 234 dias. O total recuperado do solo rico em
matéria organica foi de 95,6%. Do solo pobre em matéria organica,
foi recuperado 78,7%.
| Os resultados encontrados sac concordantes com outros
“trabalhos [2 ,27,32,33].

Lichtenstein [34], estudou as ligagdes irreversiveis

gque o inseticida Paration faz com o solo, sendo que este residuo
ndo era extraido pelos meios convencionais e nidc era detectado.
sé foi possivel saber da existéncia de residuos nio extraiveis
depois do uso de padrdes radiomarcado. Lichtenstein, usando para-
tion 14¥c, quantificou o residuo pela avaliacgdo de 14C0O, liberado
apés combustdo da amostra extraida anteriormente com um solvente.

0 autor salientou gue deve ser reconsiderado o conceito
dé persistencia de residuo de pesticida, embora desconhecendo, em
muitos casos, a natureza da ligagéo pesticida-solo, pois neste
experimento também foi visto que,.depois de.se ter colocado mi-
nhocas para viver e plantagdo de aveia no soloc com Paration-14C
nao extraivel; o pesticidé foi translocadoc para minhocas e teci-
dos das plantas,

Para estudar a transferéncia de residuo para cultura Li-
chtenstein [347] usocu dois‘tipos de solos, arenoso e argiloso. Es-
tes foram tratados com seis inseticidas com diferentes solubili-
dades em agua, de 0,00lppm(DDT)} a 320ppm(Carbofuron), deixando as

plantas crescerem nestes solos.
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Os resultados do experimento mostram que a translocagéo
do inseticida para as plantas depende do tipo de solo e da solu-
bilidade do inseticida em agua. A transferéncia foi maior para
solo arenoso e para o inseticida mais soluvel em agua (Carbofu-
ron).

Konrad e Chesters [35], estudaram a degradagao de Cio-
.drin, um inseticida organofosforado, em trés tipos de solos com
diferentes concentragtes de matéria organica, pH e conteido de

argila. Foram utilizadas amostras de solo esterelizadas e nao es-

terelizadas e inseticida radiomarcado com carbono-14. A analise
consistiu de extracgdo com benzeno e identificagao por cromatogra-
fia gasosa, seguido de contagem de carbono-14.por cintilagao 1i-
guida. | |

Segundo os autores, € provavel que a adsorgao e degrada-
¢do ocorram concorrentemente no primeiroc estagio de incubagao e
um verdadeiro equilibrio de adsorgdo é impossivel de se obter. Os
autores mostraram gue a degradagac do Ciodrin segue uma cinética
de primeira ordem e gue a‘meia-vida depende do tipo de solo e esta
relacionada com a adsorgac. No solo argiloso, a adsorgao foli 66%
e a meila-vida foi de 2,0 horas; no solo arenoso, a adsorgao _foi
53% e a meia-vida 71 horas;

No sistema de solo seco (sem umidade) a meia-vida para
degradagao do Ciodrin foi 180, 410 e 540 horas para pH 9, 6 e 2,
respectivamente. Os autores concluiram que as diferengas de de-
gradagac encontrada para cada tipo de solo foram devido a varios

fatores, mas o mais importante seria o pH,cuja fungao seria pro-

tonar os grupos acidos da matéria organica.
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Nicholls e Briggs [36], estudaram a influéncia da solu-
bilidade em agua no movimento e na degradagdo do herbicida Sima-
zina em solos em condigOes ambientais de clima,durante o inverno
e verao, comparando estes resultados a um modelo do experimento
feito em laboratodrio.

Os experimentos (deﬁtro e fora) do laboratdrio foram
montados usando tubos de PVC de 15 cm de comprimento e 5,5 cam de
diémetrp interno. Foi feito diariamente medidas de nivel de chu-

va, evaporagdo de dgua e os maximos e minimos de temperatura na

superficie do solo. A extrégéo do principio ativo foi realizada
com metanol, por 4 horas em agitador orbital. A gquantificagaoc re-
sidué de Simazina foi feita por cromatografia liguida de alta
eficiéncia (CLAE) em cada secgao do tubc de PVC, dentro e fora do
laboratorio. A recuperagao foi de 90%.' r

O experimento de adsorgidc foi realizado, no laboratdrio,
peéando»se 2 gramas de solo e homogeneizando-o por 2 horas com
uma solucd3o de Simazina, 2 ug/ml, em cloreto de cdlcioc 0,01. Apds

centrifugagdao o sobrenadante foi quantificado por CLAE.

0 experimento de degradacdo fol realizado pegando-se o

solo fresco, passado em peneira e seco ao ar. Depois foi mistura-
da Simazina formulada, equivalente a 5 ug do pfincipio ativo por
grama de solo. As amostras de solo tratado foram colocadas em
frascos, fechados em condigdes anaerobicas e deixadas por 16 se-
manas nas seguintes condigCes: com 10, 15 e 20% de agua (ml/g) e
nas temperaturas de 5, 10 e 152C. Semanalmente foram retiradas

amostras em duplicatas para analise, usando extragdo e quantifi-

cag%o por CLAE.
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Com este experimento os autores mostraram que a degrada-
¢do segue a cinética de pfimeira ordem com relagao a temperatura
e o conteudo de égua.

Os autores fambém concluiram gue o mecanismo de retengao
é. por adsorgdo e nac devido a insolubilidade do herbicida em
agua.

Engelhardt et al [37], estudafam a degradagao do inseti-
cida Metilazimphos, radiomarcado com carbono-14, por Dbactéria

isolada do solo. Foram usados dois tipos de solo para os experi-

mentos, os quais foram amostrados depois de 37, 67, 100, 136, 164
e 197 dias de incubagdao. O principio ativo e seus metabdlitos fo-
ram extraidos com clorofdrmio sob agitagao magnética, separados
por cromafografia de camada delgada, identifiéado por espectrome-
tfia de massa e quantificados por contador de cintilagac liquida.

Dentre as observagoes importantes do trabalho foi a de-
gradagao Qb inseticida, pois € intensa apds um periodo de 197
dias de 1Incubagdo, com a liberagao de dois derivados do 4&cido
benzdico. 1Isto indica que ligagdes s3o clivadas no solo. Foram
identificados 17 metabdlitos.

Os autores concluiram gque o inseticida pode ser metabo-
lizado via solo e facilmente decomposto a derivados do dcido ben-
zdico.

Sethunathan e MacRae [381, estudaram a persisténcia e
biodegradacdo de Diazinon em solos esterilizados e ni3o esterili-
zados.

Foram usados trés tipos de solos com diferentes concen-

. L , . L . . + *
tragoes de materia organica e pH. O experimento foi montado em
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colunas preenchidas com o0s solos e mantidas em camara de cresci-
mento a temperatura de 302C i 32C., Foram coletadas amostras an-
tes da aplicagao e 1, 15, 25 e 50 dias apds aplicacio.

A extragao do principio ativo e seus metabdlitos foi
feita com acetona sob agitacdo mecinica e depqis com hexano. A
quantificagao fol feita usando cromatografia gasosa.

Os autores concluem que o desaparecimento de residuo de
Diazinon, tanto para solo esterelizado como nhao esterilizado, se-

gue cinetica de primeira ordem com meia-vida de 8,8 dias para so-

lo argiloso nao esterilizado e 33,8 dias para o solo argiloso es-
terilizado. A meia-vida bara solo limo argiloso nac estabilizado
foi 17,4 dias, engquanto, para o solo esterelizado foi 43,8 dias,
mostrando que os residuos desaparecem mais rapidamente do solo
nac esterilizado do que no esterilizado e que a microflora do so-
lo tem importante papel na influéncia da persisténcia do inseti-
cida.

Os resultados obtidos para solo argiloso com pH acido
(4,7), no entanto, mostra gue a perda de inseticida foi mais ra-
pida no solo esterilizado. Os valores de meias-vidas encontrados
foi de 9,9 e zero dias para os solos ndao esterilizado e esterili-
zado, respectivamente.

A extrema rapidez de perda do inseticida mostra sua ins-
tabilidade em solugao acida e também que Diazinon ndo é muito
efetivo para protegef as culturas que crescem em solo similar.

Staiger e Quistad [39], estudaram degradagao e movi-
mento de Fluvalinato-14C em trés tipos de solos. Fluvalinato é o
principio ativo de um inseticida experimental com atividade de

piretrdide.
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0O experimento foi montado em camara de crescimenﬁo man-
tendo 16 horas de luz fluorescente a 282C e 8 horas de escuro a
182C. Algumas amostras foram mantidas em condigdes aerdbicas com
atmosfera de oxigénio e outras em condigdes anaerdbicas com at-
mosfera de nitrogénio. As amostras foram retiradas semanalmente e
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e por
cintilagdo 1liquida. A extracdo foi feita com metanol. O residuo

‘persistente no solo seco depois da extracdo foi determinada por

combustao e contagem do 14€0, liberado.

A adsorgao versus desorcgao foi estudada em placas de
cromatografia em camada delgada com caaa tipo de solo.

Os autores concluem que tem uma rapida degradacido de
Fluvalinato nos trés tipos de solo. A meia-vida de Fluvalinato em
solo 1limo arenoso e solo limo argiloso foi 6 dias, enquanto que
em solo argiloso foi de 8 dias em condigdes aerdbicas e 15 dias
em condigbes anaerdbicas.

Os resultados encontrados para as meias-vidas contrastam
com cutros piretréides estudados anteriormente gque mostram meiasf
vidas longas no escuro: Permetrin (tl1l/2 = 3 semanas), Fluvalinato
{(t1/2 = 7 semanas) e Decametrina (tl1/2 = 8 semanas).

Também oS resultaéos da quantidade de residuo incorpora-
do (nao extraidos) no solo s3ao diferentes. Engquanto gque depois de
oito semanas sao incorporados somente 10-20% do Fluvalinato apli-
cado em condigdes aerdbicas e 16% em condigdes anaerdbicas, para

outros piretrdides (Permetrin, Cipermetrin e Phenotrim) s3o in-

corporados 32, 30 e 50% das doses aplicadas, respectivamente.



Os resultados do movimemto de Fluvalinato em placas de
camada delgada para os trés tipos de solo mostram que o insetici-
da € imdvel, pois tem afinidade com solo onde € adsorvido rapida-
mente.

As verduras, por exemplo, alface e almeirdo, que cresce-
ram no solo tratado com Fluvalinato-14C ndo acumularam guantida-
de aprecidvel de radibnuclideo.

Os autores concluem que o Fluvalinato ndo causa minimo
impacto ao meio ambiente, por sua imobilidade e rapida degradagao,
que sao aspectos importantes para um inseticida ser .ambiental-
mente aceitavel.

Luchini, Lord e Ruegg [40], estudaram sorgido de inseti-
cidas em varios solos brasileiros. |

‘l Foram usados dez tipos de solos coletados pelo Institute
Bioldgico em S3c Paulo e pelo InstitutoAgronomico em Campinas.

Foram testados sete inseticidas: Aldrin, DDT, Dieldrin,
Lindano; Malation, Paration e Carbaril e seus correspondentes
compostos radiomarcado com carbono-14.

0 estudo de sorgao foi realizado adicionando-se um gra-
ma de solo em 10ml de solugac aquosa do pesticida e agitand9-se
de tempo em tempo. Apos 24.horas de equilibrio, a solucgdo sobre-
nadante foi separada e extraida com etér de petrdleo. O extrato
foi analisado por cromatografia gasosa e por cintilagdo liguida.

Os autores conclﬁem que cada composto é sorvido diferen-
temente nos varios solos, mas os resultados se agrupam.

As determinagoes mostram que nos solos mais ricos em ma-

téria orga@nica sorvem todas as substancias, com excegdo do Aldrin,

UONICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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mais intensamente do que nos demais solos. DDT e.Aldrin foram os
lpesticidas'organoclorados mais e menos sorvidos, respectivamente,
tendo sido o Dieldrin duas a quatro vezes mais fortemente sorvido
do que‘o Aldrin. Nos diferentes solos, a sorgdo do Lindano foi
variavel. Os inseticidas organofosforados, Malation e Paration,
apresentaram forte sorgao nos solos mais pobres em matéria orga-
nica, sendo moderadamente sorvidos pelos demais solos. A sorgao
. do Carbaril foi pequena em todos o0s solos.

Smith e Milward [41], estudaram a degradagdo do herbici-

da Asulan em trés tipos de solos.

A extragdo foi realizada com metanol, usando agitacgdo
mecanica por uma hora. A separacdoc foi feita com centrifuga. A
técnica de detecgdo usada foi a cromatografia em camada delgada
com revelador, onde o nivel de detecgdoc foi 0, 2ppm.

Contrariando muitos estudos de degradagéo; o8 autores
mostram que o comportamento do herbicida Asulam é parecido nos
trés tipos de solo: argiloso, limo-argiloso e arenoso, em con-
traste a maioria dos trabalhos [1,6,9,13,22] de dissipagdo que
afirmam gue o tipo de solo e a guantidade de maﬁéria organica no
.solo determinam a adsorgao do herbicida no solo.

Smith e Milward [41], também indicam que o Asulam degrada
rapidamente, com meia-vida de sete dias. Embora a quantidade for-
mada parece ser dependente do tipo de solo, menos de 10% do her-
bicida aplicadq foi transformado no metabolito do Asulan, a sul-

fanilamida.
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A partir dos vdrios estudos sobre os diversos pesticidas
aqui apresehtados, pode~se concluir que‘o estudo dé comportamento
de pesticidas é um trabalho complexo. Os resultados de meia-vida,
metabolismo, degradacao, dissibagéo e mobilidade diferem—-se de
pesticida para pesticida, de regido para regiao‘e em entre tipos
de solos diferentes. Portanto torna-se arriscado uma extrapolagdo

ou previsao dos resultados.



CAPITULO 5
MONTAGEM DO EXPERIMENTO NO CAMPO

Esta parte, t3o essencial ao estudo de residuo do herbi-
" cida, foi feita por engenheiros agrdnomos das Industrias Monsanto
S/A., seguindec normas do "Environmental Protection Agency" (EPA),
indicadas no capitulo 2.

Foram selecionadas duas regides agucareiras, que usam

herbicida na culturas de cana de acucar. Os locais selecionados:
cidade de Franca (estado de S3o0 Paulo) e a cidade de Tracunhaem
(estado de Pernambuco). A classificagido dos solos estdao na Tabela

5.1, (ver também o Apéndice).

Tabela 5.1. - Classificagac dos solos

Local Argila Areia Areia Limo Classe
% Grossa % Fina % % Textural

Franca 20,6 7.2 26,0 46,2 Argiloso

Tracunhaem 10,0 57,0 ‘ 21,0 23,0 Arenoso
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Para a montagem dos ensaios foram arrendadas fazendas
nestes locais, as quais foram divididas em trés parcelas denomi-
* .
nadas: "check" , "dose x" e "dose 2x", com espagamento entre elas
e bordaduras, que delimitam as parcelas formando cordoes de iso-
. . ~ . ~
lamento com o objetivo de protege-las contra contaminagoes. Essas

bordaduras delimitantes n3ao receberam nenhum tratamento e naoc fo-

ram coletadas amostras nestas areas (figura 5.1.).

Figura 5.1 - Delineamento das parcelas no ensaio de campo.

uuuuuuu ,————————-1 r——-———.—m-—m-ﬂ
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| Check !_ 80m 'Dose x ! 40m ! Dose 2x !
s ] - >l
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Q herbicida foi aplicado apds o plantio da cana, em solo
limpo de ervas daninhas e com brotos de cana de 10-15 cm de altum_
ra. Aaplicagao foi pré-emergente, nome dado & aplicacgio antes da
emergéncia das ervas daninhas. O herbicida usado tem como princi-
pio ative o Acetochlqr,.do grupo das acetanilidas. Q0 seu nome
quimico é [N-(2-etil-é6-metilfenil)-N-etdximetil-2 cloroacetonami-
dal. A formulagdo usada foi concentrado emulsiondvel contendo 960
g/l de ingrediente ativo. As plantas,susceptiveis ac herbicida,
sofrem inibig¢doc no crescimento e posterior morte. O herbicida
também possui uma ag3o inibidora na sintese das proteinas, e §&

absorvido pelo coledptilo das ervas daninhas monocotileddneas du-

rante a emergéencia.

*"check": parcela testemunha, onde o solo ndo recebeu aplicacio de herbicida.
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No ensaio, o Acetochlor foi aplicado na dose x (recomen-
dada no rdétulo do produto), e dose 2x{dobro da dose recomendadal,
para avaliagdo a nivel de residuo remanescente,de um possivel er-

ro cometido pelo agricultor na aplicagao (Figura 5.1) e (Tabela

5.2).

Tabela 5.2 - Doses aplicadas do herbicida.

Local Dose x (kg/ha) Dose 2x (kg/ha) Tipo de Solo
Franca 4,32 8,64 Argiloso
Tracunhaem 5,28 10,56 . Arenoso

As amostras foram coletadas em profundidades de 0 a 15
cm e de 15 a 30 cm, para avaliagdo de possivel lixiviagdo do her-
bicida no solo.

Os intervalos de coleta foraﬁ: antes da aplicagao, apds
aplicagao e 30, 60, 90, 180 e 360 dias apds aplicagao.

Amostragens foram feitas individualmente para cada pro-
fundidade, cada dosagem e cada parcela, usando sempre, equipa-

mentos de amostragem limpos.
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As amostras foram coletadas com auxilio de um amostrador
préprio para solo, que as retira em forma de cilindro. Foram re-
tiradas dez amostrasraleatoriamente, dentro de céda parcela, e de
cada profundidade. Estas foram homogeneizadas separadamente sobre
pldstico limpo, divididas em quatro partes, desprezadas duas par-
tes, novamente homogeneizadas e divididas segundo regras de amos-
‘tragem e redugdo de amostra, até se obter 3 kg de sub-amostras,

que foram individualmente colocadas em sacos pldsticos e poste-

riormente em sacos impermedveis, proprios para analise de resi-
duos . 0g sacos HVC)Eonmnenwkwbs para o laboratdrio acondiconados em
caixa de isopor contendo gelo seéco, para manter a integridade da
amostra original. |

Recebidas no laboratdrio, as amostras foram armazenadas

em freezer até a analise.



CAPITULO 6

PARTE EXPERIMENTAL
6.1 - Materiais e Reagentes.

- Balanga Analitica (Mettler)

- Moinho de martelo para solo (Manesco Ranieri)}

~ Agitador mecanico

- Ultracentrifuga (Sorval)

.~ Evaporadores Rotativos (Monsanto)

- Manta aquecedora de capacidade 500 mi (Fisaton)
- Placas de aquecimento e agitac3o (Mettler)

- Contador de particulas beta {Beckman)

- Cromatégrafo & Gds (Varian modelo 3700)

"Autosampler"para injecio (Varian Série 8000)
P B

-~  Vidros de amostra paraautosampler", capacidade 2 ml
(Varian)

- Seringa de 10 pl (Hamilton)

- Frasco de polietileno de 300 ml

~ Pissetas de Teflon

- Balao de funde redondo de 500 m1l (Pirex)

- Sistema de refluxo e destilagio

- Vidrarias comuns de laboratdrio como béquer, baldo volumé-
trico, Dbaqguetas, almofariz, funil de separagao, pipetas,
etc. |

- Acetonitrila (Merck'Grau Pesticida)
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-~ Hexano (Merck,Grau Pesticida)

- Acido Sufurico concentrado (Merck p.a)

- Acido Sulfirico em concentractes.de 4N, 2N, IN e O, 5N
- Hidréxido de sédio 50% p/v (Qeel)

- Etanol {Grupo Quimica Grau Pesticida)

- Sulfato de sdédio* (Merck p.a)

~ Acetochlor 99,9% (Monsanto)

- Metiletilanilina 99,9% (Monsanto)

- Dietilanilina 99,9% (Monsanto)

- Alachlor radiomarcado com carbono-14 (Monsanto)

- Coquetel para cintilagdo ligquida (Instagel)

* 0 sulfato de sddio foi calcinado em mufla a 500%2C.

6.2 .- Preparagoes de Padroes.

Serda descrito a seguir a preparagio dé solugao padrao
" de Acetchlor em etanol a qual foi usada para fortificagoes, e da
solugdo padrao de metiletilanilina (MEA) em hexano, a qual foi
usada para curva padrao na quantificagdo por cromatografia gaso-
sa.

Apos serem preparadas, as mesmas foram diluidas ate a
concentragao conveniente de uso, colocadas em frasco de vidro am-

bar e guardadas em geladeira na temperatura de 0-22C .
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6.2.1. Solugdo padrao de Acetochlor em etanol.

Pesou¥se 0,1000g de Acetochlor e diluiu-se a 100,0 ml
com etanol, grau pesticida. Tirou-se uma aligquota de 10,0 ml des-
ta solugao de 1000,0 ppm e diluiu-se a 100,0ml com etanol. A par-
~tir desta solugaoc de 100,0 ppm tirou-se aliquotas de 1,0 e 5,0 ml

e dilui-se para 100,0ml com etanol. Estas solugdes de 1,0 e 5,0

ppm, respectivamente foram utilizadas para as fortificacodes.

6.2.2 - Solugdes padroes de MEA em hexano.

Pesou-se 0,0100g de padrao analitico de metiletilanilina
(MEA) e dilui-se a 100,0ml com hexano. Desta solugao de 100,0
pbm, tirou—se uma aliquota de 10,0ml e completou-se para 100,0ml.
Desta solugdo de 10,0ppm, tirou-se varias aliquotas e completou~-
se a 100,0ml, para se obter a curva no cromatdgrafo a gds, como

indicadc na Tabela 6.1
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Tabela 6.1 - -Solugoes de MEA para Curva Padrio.

Aliquotas da solugao Volume Total concentracao da
10 ppm (ml) (n-hexano) (ml) solucac (ppm)
0,5 100 0,05
1,0 100 0,10
2,0 1060 0,20
3,0 | 100 0,30
5,0 , 100 0,50
7.0 100 ’ 0,70
10,0 100 1,00

6.3 - Preparagaoc das Amostras.

As amostras de solo, apés a coleta, foram estocadas a
-20¢C em Freezer. Para serem utilizadas, foram deixadas 3 tempe-
raturas ambiente até o descongelamento sendo retiradas das emba-
lagens e colocadas em formas grandes de aluminio para secagem da
umidade, durante uma noite ou mais, guando necessario.

As amostras, depois de secas, foram trit_uradas de Aduas

manelras:
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1. em almofariz, quebrando os torroes de solo e homoge-
neizando o maximo possivel. Tirou-se uma porgao para
iniciar a marcha analitica.

2. Em moinho de martelo para solo, onde conseguiu-se um pd

mais fino e mais homogéneo que a trituragdo anterior.

6.4 - Desenvolvimento da Metodologia.

A metodologia desenvolvida foi para analise de Alachlor,
que é também usado como herbicida e é muito parecido com o Aceto-

chlor (Figura 6.1)

' 7
C @ CL CH
S N NN 3 Ly A

CH2 4 N Cl-h
HC "HC
3 Gt 53 LS

(1) - (2)
Figura 6.1 - Composto (1)}: "Acetochlor" - [N(2-~etil-6-metilfe-

nil)-N-etdximetil-2-cloroacetamidal -

Compostoc (2): "Alachlor"- ([N(2,6-dietilfenil)-N-

’ - 3 .
metoximetil—-2-cloroacetamidal] .
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Utilizou-se o Alachlor radiomarcado com carbono-14 para
os estudos das principais etapas do método, ou seja, etapas limi-
tantes da recuperagdo final. As etapas est3o indicadas na Figura
6.2.

Os dados quantitativos para este herbicida (Alachlor)
nao foram liberados para publicagao visto que, toda a parte expe-
rimental foi desenvolvida no Centro de Pesqﬁisa Agr{cola das In-

dustrias Monsanto, que liberou somente a parte dos estudos, sobre

o herbicida Acetochlor para ser incluido nesta tese.
6.4.1 - Extracac do principio ativo.

Peéouwse 25 g de solo "check" ou testemunha *, = homoge
neizados em frasco de polietileno de 250 ml. Adicionou-se Iml de
solugdo de Alachlor 14-C em etanol e misturou-se a amostra por
alguns minutos. Nesta etapa foram testados os solventes mais co-
muns para extragao de residuos de pesticidas em solo, segundo
Chiba [71:

- acetonitrila

- acetonitrila 80% em agua
- acetona

- metanol

- isoctano/isopropanol 1:2

* "check" ou testemunha - Amostra de solo que nio recebeu aplicagao de her-
bicida.



"igura 6.2 - Esquema do Método Analitico I.

Homogeneizacao da amostra

1

Pesagem
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P — i

| Adic3o de Padrio-14C

L

Extracdo_com sclvente organico

Aliguota para contagem

]
Evaporacao

Hidrdolise acida/basica

Destilacao

Aliquota para contagem

)

Lavagem com Hexano

Fase Or%égiggf,ﬂwfﬂ’”“"’mgﬁ““““-~uﬁﬁg§§ Aquosa

Aliquota para contagem

Bas

'
Aliguota para contagem

Adicao

de Base

|

Extracac com Hexano

Fase Aquosa

Aliquota para contagem

Aliquota para contagem

Fase Organica

Extrato (DEA)

Injetar C.G.
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No procedimento geral para cada solvente, adicionou;se
130ml de solvente a 25 g do solo contendo o Alachlor-14C, fechou-
~-se o frasco, colocando-o no agitador mecanico por 40 min., com
velocidade média.

Apés centrifugagao por 10 min a 10.000 rpm para separar
a parte solida, tirou-se uma aligquota de 1lml do sobrenadante, co-
locando-se nos frascos contendo "coguetel" para cintilagio liqui-
da. Em seguida foram levados ao contador para avaliacgdo.

A acetonitrila apresentou a maior recuperacio e foi uti-

lizada como solvente para a extragdo do principio ativo*.
6.4.2 -~ Hidrdlise Acida/Bdsica.

Nesta etapa, estudou-se a transformagdo do principio
ativo, e seus metabdlitos encontrados no solo, ao metabdlito mais
simples, a dietilanilina (DEA). Este processo envolveu a quebra
de.vérias ligagtes, como pode ser vista na Figura 6.3. Esta etapa
é limitante guanto a recuperagao, visto que, devido a interferen-
tes da matriz (amostra de solo), as reagdes nio s3o completas.

b extrato em acetonitrila com volume conhecido (100ml)
foi evaporado em baléolde'SOO ml, fundo redondo em evaporador ro-
tativo até quase secura, usando uma temperatura de 35eC (Figura
6.4).

Acoplou-se o balao contendo o extrato ac sitema de re-
fluxo e destilagdo (Figura 6.5)._Adicionou~se 50 ml de acido sul-

furico, na concentracdo em teste pelo funil de adigao (A). Man-

* Também na literatura existem estudos de extracio de Alachlor; contido em
solos, com acetonitrila e agua (9:1) [44] e em soja, com acetonitrila 100%
[45], com resultados bastante satisfatdrios.
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Figura 6.4 - Esquema do Rotaevaporador.
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Figura 6.5 - Sistema de refluxo e destilacdo
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teve-se reflu#o por 30 min e, com auxilio de agitador. magnético,
manteve-se a homogeinizagao da solugdo no baldo. BApds refluxo
deixou-se resfriar o sistema, sempre com agitagéé. Depois de frio
adicionou-se 50 ml de hidrdxido de sodio 50% pelo funil (A) e
manteve-se o sistema em refluxo por 30 min.

Apés o término do refluxo, iniciou-se a destilacdo da
dietilanilina, desviando-se a dgua corrente do condensador de re-~
fluxo para o condensador de destilacdo. O destilado foi recolhido
no funil de recolhimento (E) (Figura 6.5), sobre 10 ml de acido
sulfarico 12N, até um volume total de 70 ml.

Apds a homogeneizagao da solugdo recolhida, tirou-se uma
aliquota de lml para a avaliagdo do rendimentdé da hidrdlise atra-
vés da contagem do conteddo de carbono-14. Esta avaliagao sé foi
possivel depois da destilacdo do metabdlito transformado, caso
contrdrio, tirando-se uma aliquota apds a hidrdlise acida dentro
do balao haveria Alachlor-14C nioc transformado e o metabdlito.

N Nesta etapa de hidrdlise, o acido sulfirico 1IN apresen-—
tou o melhor resultado de recuperacgdo do metabdlito, Carbono-14C

ao redor de B80%.

6.4.3 - Purificagio do Metabdlito

A solugdo acida obtida na destilagdao foi lavada com he-
xano. Testou-se extragdo com uma fragio de 20 ml e extragdo com

duas fragodoes de 10ml, afim de extrair impurezas soluveis em hexa-
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no. O metabdlito de Dietilanilina (DEA) ficou na fase aquosa dci-
da.

Nesta etapa, testou-se a quantidade de hexano efetiva
para retirar as impurezas, contudo extraindo-se o minimo possivel
de metabdlito,para ndo diminuir a recuperacio.

O tempo de agitagdo foi mantido em 3 min para cada ex-
tragéo..Deixou—se‘separar as fases por 20 min. Recolheu-se a fase

. ) ~ . ’ :
aquosa em outro funil de separagao, tirou-se aliquota para conta-

éem do conteudo de carbono-14, no cintilador ligquido.

Tirou-se também uma aliquota da fase hexanica a ser des-
cartada para contagem do carbono-14. As contagens para carbo-
no-14 mostraram que a exfragéo com 20 ml de hexano foi mais efi-
ciente.

Para posterior extragac do metabolito da fase aquosa
com hexano, baseificou-se o conteddo do funil com 10 ml de hidrd-
xidé de sddio, 50%, usando-se um banho de gelo para evitar
agquecimento e conseguente perda pdr volatilizagao, assim despro-
tonando a DEA, tornando o meioc menos polar e aumentando a sua
tendéncia de passar para o solvente orgénico.

Adicionou-ge iO ﬁl de hexano e agitou-se por 3 min. De-
pois, deixou-se por 30 min para separar as fases. Neste caso a
avalicao foi realizada no sentido de retirar o maximo do metabd-
lito, sem carregar impurezas.

Testou-se 2 e 3 extragOes com 5 ml de hexano e uma ex-
tragao com 10 ml de hexano. O melhor rendimento obtido foi para
uma extragao com 10 ml de hexanco, concluido pelas medidas de re-

cuperagao do carbono-14.
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6.4.4 - Método de conversdo para Acetochlor.

Apos andlise dos resultados obtidos nos testes de Alach-
lor-14C, foi proposta a sequéncia indicada na Figura 6.6 para a
extragdo, hidrdlise e lavagem do extrato de Acetochlor.O esguema

m~ . ~ ’ »
~das reagoes envolvidas para transformagao do p.a. ao metabolito

mais simples € semelhante as do Alachlor (Figura 6.7).

6.4.5 - Validagao da metodologia para Acetochlor.

Para o uso da metodologia para analise de residuo de
Acetpchlor, reaiizou—se uma analise usando amostras "testemunha,
fortificando-as ou, seja, acidionando-se a etapa indicada no es-
quenma ,Figura 6.6,aliquotas da solugdao de Acetochlor em etanol em
concentagoes conhecidas (Tabela 6.2).

Esta analise de validacgdo do método foi realizada para

os dois tipos de solos, e dois tipos de homogeneizacgido.



?iéura 6.6 - Esquema

do método Analitico II.

Homogeneizacao da amostra

fase organica

Pesagem
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Fortificagaoc feita neste

A

Extragao com CHy CN

(agitacao mecanica)

Centrifugacao

L

Evaporacéo a vécuo

y

Hidrdlise acida/basica

Destilacao

estagio, quando desedjada

1 x 20ml

\J .
Lavagem com Hexano 3 min.

Descartar

fase aquosa

Adigao de base
10ml NaOH 50%

Extracido com Hexano 3'min.:

fase aquosa

Descartar

fase organica

Extrato de MEA

roncentragao

Injetar C.G
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Tabela 6.2- Preparagao das amostras fortificadas

'91.

nivel de

ne Portificacio aliquotas gg adicionado
amostra em ppm da solugao para 25g amostra
1 testemunha .O -
2 testemunha 0 -
3 Fort 0,01 0,25ml de lppm G, 25
4 Fort 0,01 0,25ml de lppm 0,25
5 Fort 0,02 0,5 ml de 1ppm 0,50
6 Fort 0,02 0,5 ml de 1lppm 0,50
7 Fort 0,05 1,25ml1 de lppm 1,25
8 Fort 0,05 1,25m1 de lppm 1,25
9 Fort 0,10 0,5 ml de 5ppm 2,50
10 “Fort 0,10 0,5 ml de 5ppm 2,50
11 Fort 0,20 1,0 ml de S5ppm 5,00
12 Fort 0,20 1,0 m1 de 5ppm 5,00
6.5 - Analise de Residuos nas Aﬁostras.
As amostras foram analisadas em conjuntos de 12, de

acordo com a data de coleta; por exemplo, a primeira coleta sao

amostras retiradas antes da aplicagao. (Tabela 6.3).

A metodologia utilizada para analisar todas as

foi a indicada na Figura 6.6.

amostras
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Tabela 6.3 - Descrigao do conjunto de amostras usadas, para cada

analise.

N¢ das amostras Descrigao Profund. Dose (tratamento)

1 amostra test. ( 0-15cm) 0

2 amostra test. (15-30cm) 0

3 amostra test. (15-30cm) Fortificada 0,02ppm
4 amostra ﬁest. (15-30cm) Fortificada 0,05ppm
5 amostra tratada (15-30cm) X

6 amostra tratada (15-30cm) X

7 amostra tratada (15-30cm) 2X

8 amostra tratada (15-30cm) 2X

9 amostra tratada ( 0-15c¢m) X
10 amostra tratada ( 0-15cm) X
11 amostra tratada ( 0O-15cm) 2X
12 amostra tratada ( 0-15cm) 2X

As fortifica¢oes foram realizadas com solugdoc padrdo de

Acetochlor em etanol, cujas aliquotas foram adicionadas apds

pe-

sagem da amostra. Por exemplo, para uma fortificagao & 0,02 ppm,

adicionou-se
Acetochlor

tomou-se

0,5

ml de padrao 1 ppm (que representa
para 25 g de amostra). Para fortificar

aliquota de 1,0 ml da solugdo padrao de 5 ppm (que

0,5 ug de
a 0,20 ppm,

re-
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presenta 5,0 ug de Acefochlor para 25 g de amostra). No caso da
primeira coleta, as fortificagdes foram em niveis de 0,02 ppm e
0,05 ppm. |

Para as outras coletas, foram também analisados conjun-
tos de 12 amostras, usando um esquema semelhante. A primeira for-
tifica¢ao foi mantida em 0,02 ppm, por causa da sensibilidade do
método analitico, e a segunda alternou-se para concentragoes de
0,05; 0,10 e 0, 20ppm.

Para cada andalise foram obtidas 12 extratos do metabdli-

tos (MEA) em hexano, concentrado até um volume final de 4 ml em

- tubo volumético graduado.
6.6 ~ Quantifica¢do por Cromatografia Gasosa.

0 detector usado para quantificagao foi o Detetor Ter-
midnico Especifico por ser de alta sensibilidade e especifico pa-
ra nitrogénio, sendo que os compostos nao nitrogenados nao inter-~
ferem na andalise. Este fato € muito importante na andlise de re-
siduo de pesticida.

A coluna usada foi a de vidro,.recomendada para analise
de residuc. A fase estacionaria liquida foi a UCW-98 (1% vinyl-
metilsilicone, da Union Carbide), por ser termoestdvel, que evita
a sangria e a consequente contaminag3o na analise.

Antes da andlise do metabdlito nas amostras, foram esta-
belicidas as condigoes cromatograficas ideais, quanto ao tempo de

retengac e forma do pico. Estes testes foram realizados. com solu-

cao padrao de MEA, nas concentracdes de 0,05 ug/ml e 0,50 ug/ml.
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Condigdes cromatograficas escolhidas:

- Detector: Termidnico Especifico

- Coluna de vidro: 2m x 1/4°° recheada com UCW-98 3,8% so-
bre Gas Chrom Q {(80-100mesh).

- Temperatura do Injetor : 230eC

- Temperatura do Detector : 2502C

- Vazdo do gas de arraste (NZ) : 20 ml/min
- Vazao de hidrogénio .1 4,5 ml/min
- Vazdo de ar sintético : 175 ml/min

4 volts

- Bias Voltagem

- Bead current

680 Amperes
- Velocidade do papel : 0,25cm/min

- Volume injetado : 3 ul

Para a quantificagdo cromatografica do metabdlito, os
extratos de 4 ml foram colocados em vidros especiais para o "auto
saﬁpler | Varian". As amostras foram intercalados no "carrocel"
com os padroes do MEA em hexano. Por exemplo, para cada duas
amostras foram incluidos, primeiro, um vidrinho com hexano puro,
depois padrces de 0,05 pg/ml; 0,10ug/ml; 0,20ug/ml; 0,30 jg/ml;
0,50 wpg/ml; 0,70 pug/ml e L,00 ug/ml. Obteve-se para cada andlise
uma curva padrao de concentragdo versus altura do pico para com-

parar com os resultados das analises do metabolito.
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6.7 - Calculos.

6.7.1 - Calculos da concentragdo e recuperacio analitica do Ace-

tochlor.

Para cada andlise foi plotada a curva padrdco, usando as
alturas does picos observados para solugdes de cohcentraqﬁes 0,05,
0,10, 0,20, 0,30, 0,70 e 1,00 ug/ml. (Figura 6.8), sendo gque nesw

ta faixa a resposta do detector é linear.

Figura 6.8 - Curva de Calibracio.

!

altura
do

pico

Lo
conc. ug/ml

Para o calculo de concentragao da amostra, usou-se a
equagao da reta y=ax+b onde:
y = resposta do CG dado como altura do pico (medida

manualmente com pagquimetro).

X = quantidade injetada no CG em ug/ml.

a = coeficiente angular (inclinacdo da reta).

b = coeficiente linear (intercepgao com eixo y).

r = coeficiente de correlagio linear (linearidade da

curva).
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Usando-se um programa de regressao linear e, entrando
com pares (x,y) da curva padrao, obteve as constantes a, b e r.

A guantidade de Acetochlor presente na amostra é calcu-

lada usando-se a equagao abaixo.

(x) . (fator convers3o) . (volume final (m1)).

ppm Acetochlor =

peso da amostra

massa molecular Acetchlor 269,88

fator de conversao = = = 1,999

massa molecular MEA 135,2

Considera-se o seguinte exemplo:

Da curva de calibragdo obtida temos:

b = -0,0419
a = 6,1468
r = 0,9998

Resposta do detector em altura (y) = 0,212 polegadas

(1ido no paguimetro)

peso da amostra

25,0 g

volume final = 3,5 ml
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(0,212 - (-0,0419) . 2,0 . 3,5

ppm Acetochlor 6,1468

I

25

ppm Acetcchlor = (,012.

Este valor (0,012) foi expresso como < 0,02ppm sendo gque
- 0,02ppm foi sensibilidade do método.

A porcentagem de recuperagao de amostra fortificada &

calculada como exemplo abaixo:

(ppm encontrado) . 100

% Recuperagido =

(ppm adicionado)

ppm Acetochlor = (,0151
(encontrado)
ppm Acetochlor =X0,020

(adicionado)

% recuperacgao 0,0151 . 100

o

% recuperagao

]
~J
814
o
o
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6.7.2 - Cdlculo da meia-vida.

Primeiramente foi calculada, aplicando-se a equagioc pa-

-Kt

ra cinética de primeira ordem C = Co e . Plotandeo-se 1In C/Co

versus tempo, temos:

f |
"1n C/Co
C = Co .'e_Kt
InC = InCo + lne_Kt
InC / Co = =Kt
tempo (dias))
onde:

inclinagdo = K (constante de dissipagdo)

Co= concentragao inicial

C concentragao

t

tempo



ciencia

ajuste
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Se fizermos Co = 1 e C =

1/2 teremos a formula para t1/2

In C/Co = - Kt
1n.&£3m = - Ktl/2
1
tl/2 = 0,693,
K

Através de um programa de regressao linear de calculado-

ra, obtivemos K e o coeficiente linear da curva (r).

Também foram testadas quatro fungoes para os pares de

pon-
tos, x,y, onde x € igual o tempo em dias apds aplicagdo e y igual

a concentragao real do herbicida, Figura 6.9.

Figura 6.9

Curva de decaimento da concentragac do

acetochlor
versus tempo.
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Foi usado no microcomputador um programa de grande efi-
chamado "ajuste de curvas", em que se pode escolher
(funcgao)

Q
que melhor se adaptou

aos pontos fornecidos,
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- ) - . . . + ~ L\
atraves da analise do coeficiente linear de correlagdo r' . Quanto

mais proximo de 1 este for melhor tera sido o ajuste.

As fungdes testadas foram:

1. Linear : y = a+bx

2. Exponencial : y = a..ebx
3. Logaritimica : vy = a+bln(x)
4, Poténcial : vy = a.xP

Entrando com os pares (x,y), o microcomputador forneceu

as constantes a, b e 1.
‘ . L ]
Usando-se as constantes a e b fornecidas e fazendo 'y

. ‘ ~ . . v L3 LI . .
igual metade da concentragao inicial, teremos “x'igual a meia-vi-

da, t1/2.



CAPITULO 7
RESULTADOS E DISCUSSOES
7.1 - A Técnica Cromatdgrafica na Quantificacdo.

A quantificacao foi feita determinando-se a guantidade

de metiletilanilina (MEA) presente na solugdac hexanica usando um

cromatégrafo a gis equipado com um detector termidnico especifi-
co. Este detector apresenta mais especificidade para compostos
nitrogenados, fazendo coﬁ que a determinagao a ser efetuada tor-
ne-se mais sensivel, deixando os interferentes n3c nitrogenados
do solo e dos reagentes com pouca sensibilidade na deteccgdo. As
condigoes cromatograficas estdo na segao 6.5. Os cromatogramas
tipicos, ilustrados na Figura 7.1, mostram as solugbes padrdes
usadas para a curva.de calibragao, as amostras fortificadas usa-
das para calculo de recuperacdo analitica, as amostras testemu-
nhas e as amostras tratadas. Como pode ser visto,; a quantidade de
0,05 ppm de MEA pode ser determinada com resposta maior gue cinco
vezes o nivel de ruido da linha de base.

A curva de calibraééo para o método de padrac externo
foi efetuada junto com cada série de andlise nas concentragoes de
0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,70 e 1,00 ppm de MEA em hexano
(Figura 7.2). Como mostra a Tabela 7.1, a resposta do detector
varia de um dia para outro, apresentando picos com alturas dife-
rentes. Sendo assim, a curva de calibracac foi feita para cada

série de andlise, obtendo os valores de "a" e "b", constantes da
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Figura 7.1 - Exemplos dos cromatogramas obtidos.

SN L L (S

Padrido. MEA Padrgb MEA - Padrio MEA Padrao MEA Padriac MEA
0,05 ppm 0;10 ppm 0,20 ppm 0,30 ppm 0,50 ppm

A

Amostra Solo Amostra Solo Amostra Solo Amostra Solo

Amostra Solo
Testemunha Fortif,0,02 ppm Fortif.C,10 ppm Dose x (0-15cm) Dose 2x{0-15cm)
180 dias 180 dias
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Figura 7.2 - Curva de calibracdo para MEA.
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Tabela 7.1 - Exemplos das curvas padroes usados para a quantificagao de MEA pelo método de padrio externo.

CONCENtragao altura do pico {polegadas)
MEA
(ppm) (1) (2) (3) {4) {3) (6) (7) (8) (9) (10) {11)
0,05 0,172 0,181 0,191 0,222 0,18 0,220 0,382 0,227 0,284 0,210 0,235
- 0,10 0,382 0,386 0,436 0,448 0,388 0,446 0,684 0,544 0,595 0,468 0,451
0,20 0,762 0,782 0,903 0,762 0,732 0,882 1,424 1,130 1,217 0,970 0,924
0,30 1,153 1,201 1,318 - 1,183  1,3% 2,151 1,824 1,845 1,448 1,406
0,50 1,940 2,023 2,336 1,937 2,104 2,29 3,731 3,122 3,170 2.530 2.430
0,70 2,746 2,916 - - 2,864 3,310 5,207 4,381 4,706 3,596 3,510
1,00 3,862 - - - - - - - - - -
constantes
da
curva
a 3,8913 48,1613 &4,4646  3,8272 4,1516 4,7124 7,490 46,3502 6,6741 5,159% 5,0016
b -0,0092 -0,0301 -0,0109 0,0238 -0,0332 -0,0299 -0,0453 -0,0743 -0,0757 -0,0462 -0,0424

r -0,9999 0,997 0,999 (,9993 0,9%992 0,9997 0,9998 00,9996 0,9990 00,9997 (,99%5
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equagdo da reta y = ax+b, usada para calculo da concentragac da
amostra através da altura do pico obtido.

G coeficiente de correlagao linear foi de 0,9998 +
0,0002 (20 derterminagdes), mostrando que a resposta do detector
foi bém linear na faixa de concentragao usada. Todas a amostras
analisadas cairam.nesta faixa, sendo que as amostras do primeiro
dia apds tratamento, que apresentaram maior concentragac de MEA,

foram diluidas para que a altura dos picos se localizassen na

faixa sem precisar extrapolacoes.

Para os calculos, foram usadas alturas dos picos medidas
com paquimetro, em que o valor obtido foi em polegada, com uma
precisao de i0,00l pol. N3o foi usada a area inﬁegrada do pico
porque, com um cromatdgrafo a gas acoplado a um detector de alta
sensibilidade e injetor automdtico, necessirios quando se trata
de niveis muito baixo do composto a ser determinado, o sinal da
linhé de base, que representa o zero do aparelho, tende a cair e
© integrador integra esta parte negativa junto com os picos, ad-
mitindo erro no resultado. O uso da altura € recomendada para
-substéncias eluidas com baixo tempo de retencdo, apresentando pi-
cos estreitos, como é o caso da MEA.

Concluimos que a cromatografia gasosa com detector ter-
midnico especifico atingiu o objetivo, mostrando ser a técnica
mais apropriada para andlise de residuo, sendo eficiente, exata e
rapida.

Devido ao grande numero de amostras a serem injetadas,
foi usado um amostrador automatico que apresenta melhor reprodu-

tibilidade e rapidez.
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7.2 =~ Desenvolvimento da Metodologia de obtengdo da MEA para a

Analise Cromatdgrafica.

Para o desenvolvimento da metodologia foi usada uma uni-
ca amostra de solo,que nunca recébeu tratamento com herbicida e
que se apresentava como um po fino e solto.

Como ja foi dito no capitulo 6, este desenvolvimento de
método de extracdo e determinagdo (Figura 6.2) foi realizado para
o herbicida Alachlor no centro de Pesquisa Agricola da Monsanto
em Paulinia. Infelizmente o mesmo nac liberou os resultados guan-
titativos para a apresenfagéo. Restringimo - nos entao, a discutir
as técnicas usadas no desenvolvimento da metodologia.

Fol usado um padrao de Alachlor radiomarcado com carbo-
no-14, pafa ser possivel avaliar as etapas limitantes no processo
de analise.

Na primeira etapa, a de extragdo do principio ativo e
seus metabdlitos do solo, foi adicionado a cada porgao de solo a
ser analisado uma quantidade conhecida de Alachlor-14C.

Foram testados,com porcdes de solo, varios solventes pa-
ra extragdo, visando obter a mdxima recuperagao do padrao radioa-
tivo adicionado ao solo. 0s herbicidas normalmente apresentam li-
gacgoes irreversiveis com o solo ou com um ou malis de seus consti-
tuintes [14]1; portanto, a porcentagem de recuperagaoc na extragao
- dificilmente chegard a 106%. Neste estudo, conseguiu-se um maximo
de 90% de recuperagao para a acetonitrila apds extragdaoc por 20
min., a temperatura ambiente. Outros solventes,camaacehxﬁtriuﬂégua‘
4:1, acetona, metanol e isoctano/ isopropanol 1:2 apresentaram

recuperagoes mMenores.
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Na etapa de evaporagao do solvente de extracgao, foi ne-

cessdrio tomar alguns cuidados especiais para nac se perder o p.a

por evaporagao; para isso, foi usade banho de gelo e evaporador

rotative com alto vacuo e "trap" refrigerado com gelo seco, (Fi-
gura 6.4).

| Na etapa de hidrdlise também foi necessario cuidado es-

pecial paré nao perder o p.a. Foi importante, no sentido de maxi-

mizar o rendimento da reagao, nao apenas utilizar reagentes apro-

priados, ja citados no capitulo 6, mas usar também técnicas ade-
guadas de adigao do écido e da base, com um funil acoplado ao
sistema, de forma lenta sob agitagao constante, evitando supera-
quecimento e mantendo-se sempre a haste do destilador mergulhada
na solugdo do funil de recolhimento (Figura 7.3). Se todos estes
cuidados nao fossem tomados, a recuperac¢dc diminuiria considera-

velmente..

Figura 7.3 - Pontos importantes da hidrdlise e destilacgao.
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Tabela 7.2 - Recuperagao Analitica para Acetochlor em Solo Arenoso.

Massa Acetochlor volume volume MEA % _
amostra adicionado final injetado encontrado Recupe-
(g) (ppm) (m1) (ul) (ppm) racgao
25 0,020 4,0 3,0 0,012 61,5

0,020 Q0,014 71,0
0,020 0,014 70,5
25 0,050 : 4,0 3,0 0,033 65,8
0,050 _ 0,027 54,0
0,050 _ 0,026 51,2
25 0,100 4,0 3,0 0,059 58,8
0,100 0,053 52,8
C,100 0,074 73,9
0,200 4,0 3,0 0,106 52,0
25 - 0,200 0,142 71,9

¢, 200 0,132 66,0
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Oﬁtra etapa gque necessitou de cuidado foi a neutraliza-
gao da fase aquosa acida em que foi recolhido o p.a. Esta também
precisou Ser realizada em banho de gelo e com adigao lenta do
NaOH 50%.

As outras etapas (Figura 6.2) nao precisaram de cuidados
especiais, somente atengdo nas transferéncias quantitativas até
se obter o extrato em hexano para injegao no crométégrafo a gas.

A menor concentragéo adicionada ao solo, a gual o método
global apresentou resposta confidvel, ou seja recuperagéo. ? 50%,
foi de 0,02 ppm, gue foi chamado o "Limite de Detecgio do Método
Analitico". Este valor é-diferente do limite de detécgéo do méto-
do cromatografico, que seria o dobro do ruido do aparelho e, como
pode ser visto na Figura 7.1, foi bem menor gque o limite de de-
tecgdo do método global.

0 método que foi desenvolvido para Alachlor (Figura 6.6)
foi aplicado ao herbicida Acetochlor, para as andlises de recupe-
ragao analitica e foi usado o mesmo solo testemunha. Adicionando- .
se Acetchlor nas concentragoes de 0,02, 0,05, 0,10 e 0,20 ppm e
realizando-se as etapas de extragdo, evaporagdo, hidrdlise &cida
e basica e reextrac¢ao cbtendo-se o0s resultados apresentados na Ta-
bela 7.2, os gquais mostram que o método também &€ efetive para

Acetochlor, apresentando recuperagac analitica >50%

7.3 - Influéncia da Preparacaoc da Amostra.

Observou-se através dos resultados a destacada importan-
cia na prévia homogeneizagdo das amostras de solo a serem anali-

sadas.
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Primeiramente usou~se amostras homogeneizadas em almo-
fariz, poié as amostras de solo arenosé procedente de Pernambuco,
¢ primeiro local analisado, apresentava torroes de solo que de-
viam ser triturados.

As amostras de solo assim preparadas nac apresentaram
repetibilidade nos resultados em duplicatas (Tabela 7.3), apesar
de se estar seguindo a metodologia analitica desenvolvida e tes-
tada (Secgao 7.2).

Desvios nos resultados também foram observados com a
amostra testemunha do mesmo local, com a qual se faz analise de
recuperagao e limite de detecgdo do método analitico, adicionan-
do-se padrdo do p.a. (Tabela 7.4).

Na tentativa de resolver o problema surgido, reviu-se
todo .o desenvolvimento analitico, ja que os resultados eram sa-
tisfatdrios com o solo do desenvolvimento. Notou-se que a nica
diferenga entre o procedimento no desenvolvimento da andlise e a
propria analise estava nas caracteristicas fisicas das amostras.
A amostra de solo em gque o método foi desenvolvido apresentava-se
como um po fino e as amostras de solo (procedente de Pernambuco),
apesar de terem sido homogeneizadas com almofariz, ainda apresen-
tavam uma granulometria nac homogénea.

Sendo assim, apesar de se estar pesando amostras do mes-
mo frasco, talvez estivéssemos pegando porgoes de solo que o her-
bicida tenha se acumulado mais, por se tratar de particulas meno-
res de solo com maior area superficial para ocorrer adsorcio.

Este problema foi resolvido fazendo-se a homogeneizagao de
cada amostra em moinho de martelo para solo, com uma peneira fina

acoplada.
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Tabela 7.3 - Residuo de Acetochlor encontrado em duas profundidades

do solo arenoso. Amostras homogeneizadas com almofariz.

Dias Doses Acetochlor enceontradc em ppm
apds Aplicadas
aplicagdo (kg/ha) (0-15 cm) (15-30 cm)
- 0,02 50,02
antes - 20,02 40,02
5,28 . 6,6 £ 0,3 2,23 0,32
1 10,56 16,7 + 1,4 2,1 =+ 0,2
5,28 2,2 * 4,1 0,1 £ 0,2
35 10,56 1,3 £ 0,4 0,5 +£0,2
5,28 0,17 * 0,08 0,07 £ 0,02
6l . 10,56 0,2 =+ 0,5 0,11 = 0,03
5,28 0,11 % 0,02 0,07 £ 0,02
103 10,56 0,31 + 0,01 0,28 * 0,05
A 5,28 0,02 £ 0,01 c,01 * 0,00
180 10,56 0,07 + 0,02 0,03 £ 0,01
5,28 - £0,02 40,02
365

10,56 ' L <€0,02 20,02




Tabela 7.4 - Recuperacao analitica de Acetochlor
Amostra homogeneizada com almofariz.

L1112,

solo arenoso.

o,

Peso Numero ppm ppm %
da de encoqtrado - adicionado Recuperagao
amostra repetigoes {media) : (media)
25 11 0,015 0,020 75,0 * 31,9
25 9 ! 0,032 0,050 64,0 X 7,9
25 6 0,061 0,100 61,0 £ 9,9
25 9 0,136 0, 200 68,0 12,1
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7.4 - Resultados Quantitativos dos Testes em Campo.

O método testado foi aplicado para determinagdes de re-
siduos de Acetochlor em dois solos diferentes, arenoso e argilo-
50, usados no experimento de campo.

Com o uso de moinho, os resultados encontrados melhoram
consideravelmente em termos de repetibilidade e desvio padrdo co-

mo pode se observar nas Tabelas 7.5, 7.6 e 7.7.

Ainda sao evidentes alguns desvios que podem ser rela-

cionados acs testes em campe, sendo gue no campo existem muitas
variagdes incontrolaveis, mesmo no momento da aplicagdo do herbi-
cida. Esta foi feita através de aplicador costal, isto &, por
aplicagac manual e, se a pessoa que faz a aplicagdo se cansar e
andar mais lentamente, este espago do solo recebera maior quanti-
dade de herbicida.

Sobre o desvio observado na recuperacao analitica usan-
do~e amostra testemunha, naoc se aplica o mesmo raciocinio. Uma
explicagdo seria pela granulometria irregular. Onde existem par-
ticulas menores teriamos maior drea de adsor¢do associado ao fato
de que o herbicida pode formar ligagdes e até polimeros naturais
com o solo e seus constituintes [42]. Quando isto ocorre, implica
em baixa recuperagao, pois o soclvente nao extrai o residuo do

herbicida adsorvido irreversivelmente.
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Tabela 7.5 - Residuo de Acetochlor encontrado em duas profundidades

de solo argiloso. Amostras homogeneizadas com moinho de

solos.
Di§s ' Doses Acetochlor encontrado em ppm*
apos _ aplicadas
aplicacgao (kg/ha) (0-15 cm) (15-30 cm)
, - - <0,02 <0,02
antes - " <0,02 <0,02
4,32 . 0,90 * 0,06 0,19 % 0,02
1 8,64 2,70 + 0,08 0,70 * 0,06
4,32 0,37 * 0,06 0,04 % 0,00
30 8,64 1,11 = 0,07 0,08 * 0,00
4,32 0,12 % 0,02 0,03 = 0,01
64 8,64 0,25 * 0,01 0,07 * 0,00
4,32 0,04 * 0,00 <0,02
91 8,64 0,17 + 0,02 0,05 %+ 0,00
4,32 0,02 * 0,00 <0,02
175 8,64 0,04 % 0,00 0,03 = 0,01
4,32 0,02 0,00 <0, 02
.365 8,64 ©<0,02 <0,02

*ppm corrigido, com a média da recuperacg3o analitica (64,2%).
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Tabela 7.6 - Residuo de Acetochlor encontrado em duas profundidade de
solo arenoso. Amostras homogeneizadas com moinho de solo.

Dias ' Doses Acetochlor encontrado em ppm*
apos _ aplicadas
aplicacgao : _(kg/ha) {0-15 cm ) (15-30 cm)
- <0,02 <0,02
antes - <0,02 <0,02
1 5,28 9,80 * 0,04 1,47 % 0,01
10,56 16,83 % 0,01 2,48 £ 0,06
5,28 0,68 * 0,01 0,14 * 0,01
35 10, 56 1,18 £ 0,01 0,39 + 0,05
| 5,28 0,35 * 0,03 0,07 * 0,00
61 10,56 0,37 %+ 0,04 0,20 * 0,00
. 's,28 0,06 * 0,00 0,06 ¥ 0,00
103 ‘ 10,56 0,23 * 0,01 0,14 * 0,00
5,28  <0,02 <0, 02
180 10,56 0,04 * 0,00 <0, 02
5,28 <0, 02 40,02
365 10,56 <0,02 <0, 02

*ppm corrigido, com a média da recuperagido analitica (64,2%).
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Tabela 7.7 - Recuperagac analitica de Acetochlor em solos arenoso e
argiloso. Amostras homogeneizadas com moinho de martelo
para solo.

Tipo Numero ppm ppm %

de de ' encontrado adicionado Recuperagao

solo repeticoes (média) (meédia)
: 5 0,0149 0,020 74,5 * 3,4
argiloso 4 0,0293 0,050 58,6 * 5,8
3 0,0579 0,100 57,9 £ 11,2
3 00,1210 0,200 60,5 * 7,2
10 0,0145 : 0,020 72,5 % 8,0
arenoso 5 0,0297 0,050 59,4 £ 6,6
7 0,0664 0,100 66,4 * 11,3
6 0, 1295 0, 200 64,7 * 7,6

Média Geral: 64,2%
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7.5 - Andlise rde Lixiviac3o do Herbicida.

Os dados das Tabelas 7.5 e 7.6 foram colocados em grafi-
cos de concentragdo em ppm versﬁs tempo em dias apds aplicac3o,
para amostras coletadas de 0-15 cm e de 15-30 cm de profundidade
para os dois tipos de solo (Figuras 7.4 e 7.5).

Conclﬁiu-se para os dois tipos de solo, tanto argiloso
como arenoso, que nao houve lixiviagdo, pois as curvas decairam

similarmente mostrando que o herbicida que inicialmente estava na

-camada superior nao foi levado para camada inferior. Se a lixi-
viagao tivesse ocorrido, deveria ser observado um decréscimo nos
valores da profundidade 0~15 cm e um aumento correspondente a
profundidade 15-30 cm. A guantidade de herbicida encontrada na

profundidade de 15-30cm deve resultar diretamente da aplicacgdo.
7.6 -.Andlise da Dissipagdo e Adsorgdo do Herbicida.

Os dados das Tabelas 7.5 e 7.6, apresentados graficamen-
te em concentragdo versus tempo para a profundidade 0-15 cm, para
as duas aplicagoes e nos dois tipos de solo (Figura 7.6 e 7.7)
mostram um decaimento rdpido para o solo arenoso, comparado com
um decréscimo mais lento para o solo argiloso, significando maior
permanéncia neste solo. Isto era esperado, uma vez gue os herbi-
cidas fazem ligagOes com matéria organica e com argila do solo,
como indicado literatura [21, 24]. Conclui-se que o solo arenoso
funciona como inerte, enquanto que maiores interagoes ocorrem no

solo com um alto teor de matéria organica.
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Figura 7.4 - Residuo de Acetochlor encontrado versus tempo, para

solo argiloso na dose x para as duas profundidades.
(Amostras homogeneizadas com moinho de solo).
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Figura 7.5 - Residuo de Acetochlor encontrado versus tempo, para

CONCENTRACAC (ppm)

solo arenoso na dose x para as duas profundidades.

{(Amostras homogeneizadas com moinho de solo).
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Figura 7.6 - Residuo de Acetochlor encontrado versus tempo, para
solo argiloso na profundidade de 0 a 15 cm para as
duas doses de aplicacao.
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Figura 7.7 - Residuo de Acetochlor encontrado versus tempo, para
solo arenoso na profundidade de 0 a 15 cm para as

duas doses de aplicacgao.
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7.7 - Efeito da Concentragao do Herbicida Aplicado.

As Figuras 7.6 e 7.7 também comparam nos dois tipos de
solo, o residuo encontrado em ppm versus tempo para a aplicagao x
e 2x na profundidade de 0-15 cm nos dois tipos de solo.

Conclui-se que, para o Acetochlor, o dobro do herbicida
aplicado acarretard no dobro de residuo a ser encontrado para os

dols tipos de solo.
Quanto ao decréscimo, para o solo arenoso & paraleloc com

as duas doses, fato esperado sendo que o solo nao deve ter inte-
ragdes significativas com qualquer concentragiao do herbicida
aplicado. Por outro lado,_o solo argiloso mostrou mais adsorgiao a
aplicagéo do dobro da dose, acarretando no dobro de residuoc. Isto
indica que os sitios ativos do solo que efetuaram a interagio ndo

foram saturados pela maior quantidade de herbicida aplicado.

7.8 - A Meia-vida do Herbicida no Solo, Aplicando a Cinética de

Primeira Ordem.

Como a maioria dps estudos de degradagac de pesticida
sugerem que o decréscimo segue a cinética de primeira ordem [21,
22, 24, 35], a mesma foi aplicada nos dados obtidos.

Né Tabela 7.8, estdo apresentados o 'ln da razdo de con-
centragdo encontrada sobre a concentragdo inicial, para cada tem-
po (dias apds aplicagdo), nos dois tipos de solo e nas duas pro-
fundidades. As Figuras 7.8 e 7.9 mostram graficamente as curvas

obtidas destes dados para solo argiloso e arenoso, respectivamen-
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“Tabela 7.8 - Sumirio de dados usados no cSlulo de cinftica de primeira ordem.

.Tipo Dias Média da concentragao de residuo 1n C/Co
de apbs de ‘Acetochlor (ppm)
Solo aplicagao 0 - 15 cm 15 - 30 ¢m 0 -15 cm 15 - 30 cm
dose x dose 2x dose x dose 2x dose x dose 2x dose x  dose 2x
1 0,90 2,70 0,19 0,70 0 0 0 0
30 03 M 0,08 0,08 -0,87 0,89 -1,53 2,23
64 0,12 0,25 0,03 0,07 -2,03 —2,40‘ -1,99 -2,32
argiloso 21 0,04 0,17 <0,02 0,05 -3,16 -2,79 ~2,253 -2,60
175 0,02 0,04 <0,02 0,03 -3,36 -4, 21 - ~-3,30
365 0,02 <0,02 <0,02 <0,02 -3,75 - - -
1 2,80 16,83 1,47 2,48 0 0 0 0
35 0,68 1,18 0,14 0,39 -2,67 -2,66 -2,35 ~1,85
61 0,35 0,37 0,07 0,20 ~-3,33 -3,82 -3,04 2,52
arenoso 103 0,08 0,23 0,06 0,14 -5,10 4,29 -3,20 -2,87
180 <0,02 0,04 <0,02 <0,02 - -6,04 -4,30 -4,82

365 <0,02  <0,02 <0,02 0,02 - - - -
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te, onde se pode observar uma diferenga no decaimento para os
dois tipos de solo. |

Analisando os conjuntos de pontos para - solo argiloso
(Figura 7.8) vé-se que o0s quatro primeiros pontos de cada série de
dados sugerem linhas retas. Existe também a tendéncia das gquatro
retas serem paralelas ou seja com a mesmo "k", a constante de
dissipagdo que € usada para o calculo de meia-vida t1/2, para a
cinética de primeira ordem. £ Sbvio que os pontos referentes a

175 e 365 dias, que estao no limite de detecgao, nao fazem parte

do decaimento de primeira ordem.

Analisando o cohjunto de pontos da Figura 7.9, para o
sdlo arenoso, nao se consegue tragar uma reta usando os 4 primei-
ros pontos, sendo que o 12 ponto fica bem acima dos outros tres,
que por-sua vez, sao pouco alinhados, sugerindo nd3oc seguir uma
cinética de primeira ordem. E possivel que existam duas reagdes
de primeira ordem uma ocorrendo rapidamente, implicado pela gran-
de;inclinagéo, e outra moderadamente com menor inclinagao.

Esta analise visﬁal é confirmada pelos resultados mos-
trados na Tabela 7.9 de regressoes lineares aplicadas para 6, 5,
4 e 3 pontos, contados a partir do 12 dia de aplicagao. Nota-se
que a cotrelagao linear € baixa quando se usa todos os pontos' e
melhora quando se usa os 4 primeiros pontos, principalmente para
solo argiloso, confirmando que este solo segue uma cinética de
primeira ordem neste periocdo de tempo. K razodvel desprezarmos os

ultimos pontos devido a baixa concentragio, perto do limite de

detecgao.
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Figura 7.8 - Valores de 1ln C/Co versus tempo para solo argiloso

para as duas profundidades e duas doses de aplica-
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Figura 7.9 -~ Valores de 1ln C/Co versus tempo para solo arenoso

para as duas profundidades e duas doses de aplicacao.
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Tabela 7.9 - vValores de coeficlentes de correlagao linear para cinética de primeria ordem.

Tipo Dose Profun- Cons- Pontos usados para calculos
de Aplicada didade tantes’ (tirando os (ltimos pontos) ( tirando o 12 e o Gltimo)
Solo {cm) 6 5 4 3 4 3
r 0,7925 0,9355 0,9976 0,9920 - -
X 0-15 a -0,0092 0,0214  -0,0349 -0,0322
b -1,1303 -0,3977 -0,109 ~-,0543
Argiloso
r - 0,9722  0,%865 0,9948 - -
2X 0-15 a -0,023%  -0,0327 0,0383
b -0,3363 -0,0007 -0, 1147
r - - 0,9247  0,9397 - -
X 15-30 a - 0,0237 -(,0310
b " 0,3404 -0, 1900
_ r 0,7500 0,8273 0,8425 0,879 - -
2X 15-30 a -0,0071 ~-0,0154  -~0,0258 -,0360
’ b -1,4780 -0,980%  -0,5880 -0,3797
. r - - 00,9771 0,9967 - 0, 990¢
X 0-15 a 0,0472 0,0566 -0,038t
b 0,3485  -0,1682 «1,2751
r 0,8559 00,9346 0,9257 0,9730 0,9837  0,930¢
2X 0-15 a -0,0156 -0,0303  -0,0413 -0,0643 -0,0215 . -0,022¢
b ~1,9771 -1,0592 -0,6254 -0,0778 ~-2,1381 -2,081:
Arenoso .
r - 0,8856 00,8791 0,9507 0,9770 0,8867
X 15-30 a -0,0203  -0,0302 -0,0516 -0,0125 -~0,01173
b -1,018%  -0,6375 -0,2387 -2,0431  -2,0B81;
r - 0,9659 0,9212 0,9825 0,9856 0,95¥(
2X 15-30 a -0,0254  -0,0274 -0,0426 -0,0198 -0,014L
’ b ~-0,5589  -0,5414 -0,0786 ~1,1351  -1,460:
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A diferenga notada para o decaimento nos dois tipos de
solo era esperado e, fol concordante com a teoria, pois no solo
argiloso & concentracgdo de matéria organica € maior, e ocorre
maior adsorgao ocasionando um desaparecimento mais lento do her-
bicida e uma permanéncia maior do que no soloc arenoso, que fun-
ciona como inerte.

As meias-vidas calculadas usando a cinética de primeira
ordem para os varios conjuntos de dados estdo na Tabela 7.10. Ob-

servamos que os valores das meias-vidassao bem diferentes, depen-

dendo do numero dos pontos usados nos calculos.

Considerando-se os valores de coeficiente de correiagéo
linear (Tabela 7.9) e comparando os valores para as doses X e 2X,
sugerimos que os valores de nﬁdasqﬁdasobtidos com ©s primeiros
pontos sdo os mais razoaveis.

Coﬁcluimos que a meia-vida para solo argiloso €& de apro
ximadamente 21 dias e rara arenoso ao redor de 15 dias.

A meia-vida para solc arenoso se tornou mais dificil de
ser calculada do gue para o'solo argiloso, pela falta de linearidade.
Uma possivel explicacgao para esta falta de linearidade seria o
fato das amostras serem de solo em condigoes reais de campo, su-
jeito a chuva, so0l, vento, microfauna e microflora durante o pe-
riodo de teste. Outra estaria relacionada ao planejamento do expe-
rimento, pois entre a primeira amostragem e a seguﬁda existem 30
dias e nesse intervalo de tempo ndo se pode saber como foi o© de-
caimento. Portanto, para se tracgar uma curva melhor, precisaria-
se deum maior numero de pontos neste primeiro intervalo de 30

dias, implicando num replanejamento do experimento em campo.



Tabela 7.10 - Meia-vidas (dias) calculadas por regressdo linear para
a cinetica de primeira ordem.
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Tipo Dose Profun- Pontos usados para calculos
de aplicada didade ' tirando o©s tirando o
Solo ultimos 12 e Ultimo

(cm) {6y () (4 (3) (5) {5)
X {(0-15) 75 32 20 22 - -
2X {0-15) - 29 21 18 - -
argiloso
X (15-30) - - 29 22 - -
2X (15-30) 98 45 27. 19 - -
X (0-15) - - 14 12 - 19
- 2X (0-15) 44 23 17 11 32 30
arenoso
X (15-30) - 34 23 13 56 59
- 2X {(15-30) - 28 25 16 35 48
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7.9 - A Meia-vida Aplicando Outras Fung¢des Matematicas.

Na tentativa de melhor representar os pontos obtidos
(Figura 7.6 e 7.7) foram testadas para os dados das Tabelas 7.5 e
7.6, varias fungdes matematicas, através de um programa de micro-

computador o qual fornece cinco tipos de ajuste . As funcgdes fo-

ram: linear {y=ax+b); exponencial (x=a.e®® ); logaritimica (y=a+
blnx) 'e'poténcial(yﬂaXIJ) sempre com x = tempo e y = concentra-
Gao.

Os valores de a e b, bem como as respectivas correlagSes
lineares estao na Tabelal7.11. Notamos que a fungaoc gue mostrou
melhor correlagdo, isto é a rungdo que melhor descreveu a 1linha
gue passa pelos pontos, foi a logaritimica. A meia-vida calculada
por esta fungdo foli de w13 dias para solo argiloso e -n.9 dias
para arenoso.

Na Tabela 7.12 comparamos as meias-vidas obtidas nos so-
los aplicando a cinética de primeira ordem - e o tratamento
logaritimico.

Os valores do calculo de primeira ordem gue mais se
aproximam do calculo logaritimico sdo agueles em que se usa gqua-
tro pontos. Podemos, entao, considerar que a meia-vida do herbi-
cida Acetochlor em solo arenoso e argiloso, em condigdes climati-
cas tropicais, é de N2l dias e 15 dias, respectivamente.

Estes valores poderiam ser comparados com o valor der517

dias indicado para o Acetochlor em clima temperado. Este estudoem
clima temperado foi realizado pela Monsanto e nao indica nem o

tipo de solo, nem as atuais condig¢des climaticas durante o teste.



131,

Tabela 7.11a Parametros matemiticos das fungoes testadas com dados de concentragao em ppm {(y) versus tempo
em dias (x) de amostras coletadas na profundidade de 0-15¢m {usando-seé 5 pontos).

Tipo Dose Cinética Linear Exponencial Logarftimica Poténcia
de Constantes 1a. ordem bt
Solo Aplicada InC/Co=-Kt y=ax+b yza.e y=a+blnx y=axP
r 0,9355 0,6245 0,8752 0,9752 0,7925
X a -0,0214 0,6027 0,6015 0,3044 1,2937
b 0,3977 -0,0043 -0, 1784 -0, 1784 -0,6710
Argiloso
) r 0,9722 0,6149 0,9438 0,9743 0,7856
2X a -0,0239 1,7986 1,9503 2,7241 4, 1347
b 0,3363 -0,0142 -0,0240 ~0,5431 -0,7156
r 0,9445 0,4215 0,8920 0,9427 0,8538
X a -0,0326 5,2297 3,6845 9,2589 16,1582
b -0,2783 -0,0401 -0,0364 -2,0233 ~1,1709
Arenoso o
r 0,9346 0,4152 0,8734 0,9397 0,9204
2X a ~0,0303 8,9324 5,8368 15,8780 22,8940
’ b 1,0531 -0,0684 -0,0303 ~3,4721 -1,0489
Tabela 7.11b - Parametros matemiticos das fungdes testadas com dados de concentragic em ppm (y) versus tempe
em dias (x) de amostras coletadas na profundidade de 0-15 cm {usando-se 4 pontos).
Tipo Dose Cinética Linear ‘Exponencial Logaritimica Potencia
de Constantes Ta. ordem
Solo Aplicada In C/Co=-Kt y=ax+b y:a.er y=a+bln(x) y:a.xb
r 0,9776 0,8916 0,9963 0,9787 0,7567
X a -0,0349 0,7912 0,9890 0,92186 1,1171
b 0,1088 -,0093 -0,0344 -0,1859% -0,5701
Argiloso
r 0,9865 0,8713 0,9730 0,9747 0,8080
2X a -0,0327 2,3556 2,6969 2,7529 3,2568
b 0,0007 -(,0279 -0,0324 -0,5618 0,5620
r 0,977 0,6278 0,9548 0,9752 0,9088
X a -0,0479 7,0725 6,7435 9,5654 11,7509
b -0,3744 -0,0862 -0,0480 -2,2252 -0,92611
Arenoso
r 0,9257 0,6196 G,8569 0,271 0,9730
2X a -(,05813 12,0869 9,0056 16,4125 18,3719
b -0,6254 -0,1487 -0,0413 ~3,8241 -0,9037
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Tabela 7.12 - Comparagao entre as meias-vidas calculadas pela cinética
de 12 ordem e fungdo legaritimica. (profindidade de 0-15 cm)

Tipo Dose Meia-vida (dias)
de cinética 12 ordem logaritimica
Solo aplicada 5 pts 4 ptos 5 ptos 4 ptos
X 32 20 13 12
argiloso 2X 29 21 13 12
X - 14 9 8
arenoso 2X 23 17 9 8
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'0s resultados de nosso estudo indicam que ambos os fatores sao

importantes.
7.10 - Comentarios Finais.

Neste trabalho foi mostrado que a meia-vida & diferente
. - - + bl I3 ’ *
em diferentes climas e em diferentes sclos e condigoes climati-
Lo -~ ~ 4 . .
c¢as, nao sendo, entao, possivel prever a mejia-vida para um dado

solo, numa dada regiac usando valcores obtidos com um outro conjun-

to de varidveis, que descreve outra regiao.

Existe a necessidade de um protocolo brasileiro para es-
tudos de dissipacdo de pesticida em campo, pois muitas informa-
coes tém-se scbre os residuos em alimentos e poucos dados sobre o
meioc-ambiente. Quando, no futuro, for exigido dados de dissipagao
para registros dos pesticidas é necessario que, as inddstrias in-
teressadas tenham condigoes de montar experimentos que gerem da-
doé,reais de campo.

Com o presente trébalho de.tese espero contribuir com
uma pequenina parcela para a elaboragao desse protocolc de estu-

dos futuros em campo.

1. Na primeira etapa, existe a necessidade do desenvolvimen-
to de uma metodologia para extrair o pesticida e seus me-
tabdlitos, usando' solo testemunha, levando-o até sua
quantificacgdo, préferencialmente usando © composto radio-
marcado. E recomendavel a quantificagdo por cromatografia

gasosa acoplada a um detector especifico e identificacgao
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dos metabdlitos por CG/EM ou outra técnica similar, sen-

sivel a nivel de ppb.

Depois, ou paralelamente, deve ser realizado um experi-
mento com composto radiomarcado usande tubos de PVC, si-
mulando condigoes de campo, fora do laboratdrio ou em es-

tufa de crescimento. E recomenddvel amostragem inicial-

‘mente de 5 em 5 dias, depois aumentando este intervalo,

mas com as condigoes controladas para o estudo do seu me-
tabolismo, mobilidade e uma avaliagao aproximada de sua

meia-vida.

Levando em conta os dados j& obtidos, os experimentos em
. . . + -

campo deveriam ser planejados usando regides tipicas de

cultura e solo onde o pesticida normalmente seria usado

na formulagao comercial. No decorrer do experimento, de-~

veriam ser obtidas amostras representativas em tempos que .

foram programados através dos testes em tubo de BVC,

apropriados a estimativa da meia-vida.

As amostras coletadas no campo devem ser representativas
e tiradas com os devidos cuidados para andlise de residuo
de pesticida, pois qualquer contaminacdo neste ponto im-
plicaré em perda total do trabalho de andlise do labora-
torio. Logo apds a coleta as amostras devem ser acondi-
cionadas e mantidas em gelo s@co para manter sua integri-

dade até analise.
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5. No laboratdrio, as amostras, se necessario, devem ser se-
cas ao ar e devem ser homogéneizadas usando moinho de
martelo ou similar, qué permita uma granulometria peque~
na. Apos homogeneizadas, devem ser realizadas as determi-

nagdes pela metodologia desenvolvida.

6. Com os dados, aplicar os calculos mais apropriados para

obter a meia-vida mais proxima da realidade.

Com este estudo;de metabolismo e dissipagao de um pesti-
cida, ele podera ser classificado como ambientalmente aceitdvel
ou nao.

O pesticida compativel com o meic ambiente é aquele que
seja "eficaz" contra as pragas mas, depois, seja metabolizado ou
degradado pelos microorganismos do solo ou outro mecanismo, sem
formar metabdlitos toxicos ou persistente. Portanto o pesticida
tem que ter meia-vida suficiente para combaterras pragas, nem
muito curta, nem muito longa, para nac interferir na utilizacio
posterior do mesmo solo.

Acima de tudo, o residuo de pesticida no solo e seus me-
tabolitos n3ao devem apresentar nenhum risco a vida humana ou ani-
mal , que indiretamente tenham contacto com ele através do lencol

fredtico ou por alimentos que s30 colhidos diretamente do solo.
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APENDICE

Classificag¢Oes de tiposde solo, definidas pela

Sociedade Americana de Ciéncia do Solo.
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clay = argiloso coarse = grossa
sand = arenoso medium = média
silt = limo fine = fina
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