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m/z - raz&o massa-por-carga

QUEChERS - Rapido, Facil, Econébmico, Robusto e Seguro, do inglés Quick, Easy, Cheap,
Rugged and Safe

PSA - Amina Secundaria Priméaria, do inglés Primary Secundary Amine

PSE - Extracdo por Solvente Pressurizado, do inglés Pressurized Solvent Extraction

PV - Argissolo Vermelho

RR - Neossolo Regolitico

RSD - Desvio Padrao Relativo, do inglés Relative Standard Deviation

RSD: - Desvio Padréo Relativo para Repetitividade

RSDyi - Desvio Padréo Relativo para Precisdo Intermediéria

r - Coeficiente de correlacéo

r2- Coeficiente de determinacgéo

SFE - Extracdo por Fluido Supercritico, do inglés Supercritical Fluid Extraction

SIM - do inglés Single lon Monitoring

UPLC-MS/MS - Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas Sequencial, do inglés Ultra-Performance Liquid Chromatography Tandem Mass
Spectrometry

UV-Vis - Ultravioleta visivel.

tr- Tempo de retencéo
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RESUMO

MARINHO, Maria Inés da Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2015.
Quantificacdo da sorcdo, dessor¢céo, meia-vida e pot  encial de lixiviagdo dos herbicidas
imazethapyr e imazapic em solos.  Orientador: Antonio Alberto da Silva. Coorientadores:
Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e Claudio Ferreira Lima.

O conhecimento das interacdes herbicida-solo é de grande importancia para recomendactes
seguras do ponto de vista técnico e ambiental. No presente trabalho, foi realizado o estudo de
sor¢do e dessorcdao, e a avaliacdo da meia-vida e do potencial de lixiviacdo de dois herbicidas
do grupo das imidazolinonas, imazethapyr e imazapic, em solos: Latossolo Vermelho Amarelo
Distrofico (LVA), Plintossolo Haplico Distréfico (FX), Gleissolo Haplico Tb Distréfico (GX),
Cambissolo Humico (CH), Argissolo Vermelho (PV) e Neossolo Regolitico (RR) com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas. O “batch equilibrium” foi o método utilizado no
estudo de sorgdo-dessorcéo dos herbicidas. Os coeficientes de sorgéo (Kr) foram obtidos a
partir da isoterma linearizada de Freundlich. No estudo de dessorgéo foram utilizados apenas
os solos na concentracdo mais alta (15 mg L?). As porcentagens do imazethapyr e do
imazapic foram obtidas a partir de ciclos sucessivos, no tempo de equilibrio otimizado no
estudo de sor¢éo, com solugcéo de CaCl, 0,01 M sem os herbicidas. Para avaliar a lixiviagao
e a meia-vida dos herbicidas, previamente mencionados, um método multirresiduo
(QUEChERS) foi desenvolvido, validado e aplicado para a determinagdo quantitativa de
imazethapyr e imazapic em amostras de solo usando a cromatografia liquida acoplada a um
analisador triplo quadrupolo operando em tandem com o espectrobmetro de massa (LC-QqQ-
MS/MS), e ionizacao por eletronebulizagdo no modo positivo (ESI+). Os resultados do estudo
de sorcao indicaram fraca sor¢ao dos herbicidas imidazolinonas nos solos avaliados com o0s
valores de Krvariando de 0,38 a 2,52 mg*" kg L" para imazethapyr e de 0,43 a 2,72 mg*" kg
1 L" para o imazapic. Alta porcentagem de dessorcdo (> 70%) foi encontrada para os solos
RR, FX, LVA, para ambos os herbicidas, e no solo GX apenas para o imazapic, que implica
em riscos de lixiviacdo destes herbicidas imidazolinonas para &guas subterrdneas. A
dessorcao mais baixa (< 50%) foi encontrada nos solos CH e PV para ambos os herbicidas,
e no solo GX apenas para o imazethapyr (~50%), indicando que estes herbicidas apresentam
potencial para provocar injdria em culturas em sucesséo. O pH, o teor de ferro oxalato e os
tipos de argila do solo podem afetar o processo de sor¢cdo—dessorcdo do imazethapyr e do
imazapic nos solos avaliados. Os tempos de meia-vida do imazethapyr foram de 29,13 e 69,11
dias e do imazapic foram de 29,41 e 35,53 dias nos solos FX e LVA, respectivamente.
Portanto, ambos os herbicidas sdo medianamente persistentes e apresentam alto potencial
de lixiviagdo nestes dois solos com quantificacdo dos mesmos em até 20 cm de profundidade.
Sendo assim, 0 imazethapyr e o imazapic tém potencial de contaminacdo de aguas

subterraneas.
Xiv



ABSTRACT

MARINHO, Maria Inés da Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2015.
Quantification of the sorption, desorption, half-li fe and leaching potential of
imazethapyr and imazapic herbicides in soils. Adviser: Antonio Alberto da Silva. Co-
advisers: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz and Claudio Ferreira Lima.

Knowledge of herbicide-soil interactions is of great importance to secure recommendations
from a technical and environmental point of view. In the present work it was performed a study
of sorption and desorption, and an evaluation of the half-life and the leaching potential of two
herbicides, which are part of the group of imidazolinones (imazethapyr and imazapic) in the
following soils: Red-Yellow Latosol (LVA), Dystric Plinthosol (FX), Eutric Gleysol (GX), Humic
Cambisol (CH), Red Argisol (PV) and Entisol (RR) with different physicochemical
characteristics. The batch equilibrium was the method used in the study of sorption-desorption
of these herbicides. The sorption coefficients (Kr) were obtained from the linearized isotherm
of Freundlich. In the study of desorption only soils at higher concentration of 15 mg L™ were
used. The percentages of imazethapyr and imazapic were obtained from successive
desorption cycles in the optimized equilibrium time in the study of sorption, with solution of
CaCl; 0.01 M without herbicides. In order to evaluate the leaching and the half-life of the
herbicides, which were previously mentioned, a multiresidue method (QUEChERS) was
developed, validated and applied to the quantitative determination of imazethapyr and
imazapic in soil samples using the liquid chromatography coupled to a triple quadrupole
analyzer operating in tandem with the mass spectrometry (LC-QqQ-MS/MS), and also
electrospray ionization in the positive mode (ESI+). The results of this study about sorption
indicated a weak sorption of the imidazolinone herbicides in the soils that had been evaluated.
It was possible to find on these ones, values of K;varying from 0.38 to 2.52 mg*" kg™ L" for
imazethapyr and from 0.43 to 2.72 mg*™ kg™ L" for imazapic. A high percentage of desorption
(> 70%) was found in Entisol, in Dystric Plinthosol, in Red-Yellow Latosol (for both herbicides),
and in Eutric Gleysol (only for imazapic) soils as well, which implies in leaching risks of these
imidazolinone herbicides for the groundwater. The lowest desorption (< 50%) was found in
Humic Cambisol and in Red Argisol (for both herbicides), and in Eutric Gleysol (only for
imazethapyr) soils (~50%), indicating that these herbicides show potential to cause injures in
the sensitive rotational crops. The soil pH, the oxalate iron content and clay types can affect
the sorption—desorption process of imazethapyr and imazapic in the soils that had been
evaluated. The imazethapyr's half-lives were 29.13 and 69.11 days and the imazapic ones
were 29.41 and 35.53 days in FX and LVA soils, respectively. Thus, both herbicides are
averagely persistent and they show a high leaching potential with detection and quantification
up to 20 cm depth in the two soils that had been evaluated. Therefore, the imazethapyr and
imazapic have potential for groundwater contamination.
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INTRODUCAO GERAL

Os agrotoéxicos aplicados em lavouras de diversas culturas contribuem para evitar a perda
de produtividade e prejuizos, no entanto, durante esse processo atingem nao apenas a planta,
mas também o solo, podendo causar graves problemas de contaminac¢éo do solo e de aguas
subterrdneas. Sendo assim, é necessario que se realize estudos, tais como, sorcdo e
dessorcao, persisténcia e mobilidade destes compostos no solo, para avaliar o seu impacto
no meio ambiente e o potencial de risco de contaminagéo de dguas subterraneas.

Os estudos de sorcdo de herbicidas em solos determinam a sua persisténcia e
disponibilidade na solu¢éo do solo para degradacéo e transporte. Nesse proposito, deve-se
considerar que a sor¢do é influenciada pelas propriedades fisico-quimicas tanto do solo
guanto do herbicida, além das condigdes do ambiente.

Dentre os herbicidas amplamente aplicados em culturas agricolas, destacam-se 0s
herbicidas pertencentes ao grupo quimico das imidazolinonas (IMIs). Estes herbicidas s&o
inibidores da enzima aceto-hidroxiacido sintetase (AHAS), a qual € essencial para a sintese
de aminoécidos de cadeia ramificada (valina, isoleucina e leucina). Estes herbicidas séo,
geralmente, mdveis na planta, tanto no xilema como no floema, podendo ser absorvidos e
translocados tanto a partir das folhas como das raizes. Com a inibicdo da sintese dos
aminodcidos, h4 paralisacdo no crescimento celular e na sintese de DNA. Além disso, inibem
o transporte de fotossintetizados das folhas verdes causando a morte da planta.

Uma das aplicacbes importantes de herbicidas IMIs ocorre no controle do arroz vermelho
(Oryza sativa L.), em lavouras de arroz irrigado, pela acao conjunta de dois herbicidas desse
grupo: o imazethapyr e o imazapic. Os herbicidas deste grupo apresentam como principais
mecanismos de dissipacado a degradacdo microbiana [GOETZ et al., 1990] e a decomposicéo
fotolitica [AICHELE & PENNER, 2005; VENCILL, 2002], sendo assim, 0 seu comportamento
no solo é fortemente afetado pelas propriedades do solo tais como o pH [LOUX & REESE,
1992], a umidade [BAUGHMAN & SHAW, 1996], o teor de matéria organica [STOUGAARD et
al., 1990] e a textura [LOUX & REESE, 1993].

A mobilidade e a eficiéncia dos herbicidas, geralmente, decrescem com 0 aumento da sua
sor¢éo pelos coldides do solo. A variabilidade das propriedades fisicas e quimicas do solo
pode provocar uma retengdo diferencial dos herbicidas que, por sua vez, reflete numa
disponibilidade diferencial destes na solugdo do solo, e com iSso gera uma variagao no
controle das plantas daninhas [GERSTL, 2000]. Essa retencdo diferencial também pode
acarretar numa variabilidade no potencial de lixiviagdo do produto [OLIVEIRA JR. et al., 2001]
Ou na sua persisténcia no solo.

Apesar da importancia em estudar o comportamento de um dos herbicidas IMIs mais
encontrados em solos, o imazethapyr, muitos dos resultados de sua persisténcia no solo,

baseiam-se em estudos realizados onde as condi¢cbes edafocliméticas sdo diferentes das
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encontradas no Brasil. Isto modifica o comportamento do herbicida no solo e,
consequentemente, a resposta de culturas ndo tolerantes semeadas em sucesséo.
Especificamente, em solos de varzea, onde é cultivado o arroz irrigado, a persisténcia do
imazethapyr e do imazapic, ambos presentes na formulacdo Only®, pode ocorrer por um
periodo maior [GOETZ et al., 1990; LOUX & REESE, 1993].

Em vista do exposto, a proposta do presente trabalho teve como objetivo: avaliar o
comportamento do imazethapyr e do imazapic, por meio de estudos de sor¢éo, dessorcao,
meia-vida e potencial de lixiviagdo, em solos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas
muito utilizados em cultivos de arroz e soja. Acredita-se que os resultados dessa proposta irdo
contribuir de maneira segura para recomendacao desses herbicidas quanto aos aspectos
técnicos e ambientais.



CAPITULO 1: SORCAO E DESSORCAO DE IMAZETHAPYR E IMA ZAPIC EM SOLOS
COM DIFERENTES CARACTERISTICAS FiSICAS E QUIMICAS

RESUMO

SORCAO E DESSORCAO DE IMAZETHAPYR E IMAZAPIC EM SOL OS COM
DIFERENTES CARACTERISTICAS FISICAS E QUIMICAS

No presente trabalho, foi realizado o estudo de sorcdo e dessorcdo, para dois herbicidas
imidazolinonas, imazethapyr e imazapic, nos solos: Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico
(LVA), Plintossolo Haplico Distrofico (FX), Gleissolo Haplico Tb Distrofico (GX), Cambissolo
Humico (CH), Argissolo Vermelho (PV) e Neossolo Regolitico (RR) com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. O “batch equilibrium” foi o método utilizado neste estudo e os
herbicidas foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A partir das
isotermas linearizadas de Freundlich foi possivel obter os coeficientes de sor¢ao (Ks) e valores
de 1/n. O estudo de dessorcao foi realizado imediatamente apds os experimentos de sorcdo
utilizando os solos em que foi utilizado concentracéo mais alta (15 mg L?). Apés adicéo de 10
mL de CaCl; (0,01 M), sem os herbicidas, os solos foram ressuspensos em um vortex, seguido
de agitacdo no tempo de equilibrio avaliado para cada solo. As suspensdes de solo foram
centrifugadas e 1 mL do sobrenadante foi removido para analise. As porcentagens de
dessorcao foram obtidas usando trés e quatro ciclos sucessivos para imazethapyr e imazapic,
respectivamente. Os valores de K; obtidos no estudo de sorcéo variaram de 0,38 a 2,52 mgh
" kg? L" para imazethapyr e de 0,43 a 2,72 mg!" kg! L" para o imazapic, indicando fraca
sor¢cao nos solos avaliados. Portanto, a sor¢cdo destes herbicidas nos solos avaliados segue
a ordem: PV > GX > CH = FX > LVA > RR para imazethapyr e PV > CH > GX > LVA > RR >
FX para imazapic. Esta ordem de sor¢c&o nos solos implica que os herbicidas imidazolinonas
apresentam uma diferenca de comportamento em alguns destes solos. A alta porcentagem
de dessorcao (> 70%) foi encontrada para os solos RR, FX, LVA para ambos os herbicidas, e
no solo GX apenas para o imazapic, que implica em riscos de lixiviacdo destes herbicidas
para aguas subterraneas. A dessorcao mais baixa (< 50%) foi encontrada nos solos CH e PV
para ambos os herbicidas, e no solo GX apenas para o imazethapyr (~50%), indicando que
estes herbicidas apresentam potencial para provocar injlria em culturas em sucessdo. As
moléculas sorvidas foram liberadas para a solu¢cdo aquosa na seguinte ordem: RR > LVA >
FX > GX > CH > PV para imazethapyr e FX > LVA > RR > GX > CH > PV para imazapic. As
propriedades do solo pH, teor de ferro oxalato e tipo de argila do solo podem ser alguns dos
fatores que afetaram o processo de sor¢do—dessorcdo de imazethapyr e imazapic nos seis

solos avaliados.



ABSTRACT

SORPTION AND DESORPTION OF IMAZETHAPYR AND IMAZAPIC IN SOILS WITH
DIFFERENT CHEMICAL AND PHISYCAL CHARACTERISTICS

In this work it was performed a sorption and desorption study of two imidazolinone herbicides
(imazethapyr and imazapic) in the following soils: Red-Yellow Latosol (LVA), Dystric Plinthosol
(FX), Eutric Gleysol (GX), Humic Cambisol (CH), Red Argisol (PV) and Entisol (RR) with
different physicochemical characteristics. The batch equilibrium was the method used in this
study, and the herbicides were determined by high performance liquid chromatography. From
linearized isotherms of Freundlich it was possible to obtain the sorption coefficients (Kr) and
values of 1/n. The study of desorption was conducted immediately after the sorption
experiment using soils at higher concentration of 15 mg L. After the addition of CaCl, (0.01
M, 10 mL), without herbicides, the soils were resuspended in a vortex and shaken in the
equilibrium time evaluated for each soil. The soil suspensions were centrifuged and 1 ml of
supernatant was removed for analysis. The desorption percentages were obtained using three
and four successive desorption cycles for imazethapyr and imazapic, respectively. The K
values obtained in the sorption study ranged from 0.38 to 2.52 mg*™ kg™ L" for imazethapyr
and from 0.43 to 2.72mg!" kg? L" for imazapic, indicating low sorption in the soils that had
been evaluated. Therefore, the sorption of these herbicides followed the order: PV > GX > CH
= FX > LVA > RR for imazethapyr and PV > CH > GX > LVA > RR > FX for imazapic. This
sorption order implies that the imidazolinone herbicides present a different behavior for some
of these soils. A high percentage of desorption (> 70%) was found in RR, FX and LVA (for both
herbicides), and in GX (only for imazapic) soils, which implies in leaching risks of these
herbicides for groundwater. The lowest desorption (< 50%) was found in CH and PV, for both
herbicides, and in GX, only for imazethapyr (~50%), indicating that these herbicides present
potential to cause injure in sensitive rotational crops. The sorbed molecules were released for
aqueous solution in the following order: RR > LVA > FX > GX > CH > PV for imazethapyr and
FX>LVA>RR > GX>CH > PV for imazapic. The soil properties pH, the oxalate iron content
and the clay types can be some of the factors that affected the sorption and desorption process

of imazethapyr and imazapic in the six soils that had been evaluated.



1.1. Introducéo

Um dos componentes de grande importancia no custo de producao das culturas refere-se
aos gastos, para o controle de plantas daninhas, com herbicidas que pertencem a diferentes
grupos quimicos e possuem caracteristicas fisico-quimicas variaveis que afetam a sua
interacdo com os coldides do solo. E dessa interacdo resulta a eficiéncia ou ineficiéncia
agrondmica do herbicida, assim como, o seu impacto ambiental, no tocante & contaminacéo
do solo e de &guas superficiais e subterraneas, pelos residuos indesejaveis do herbicida ndo
completamente degradado durante o ciclo da cultura principal [LOUX & REESE, 1993; LOUX
et al., 1989; STOUGAARD et al., 1990].

Herbicidas Imidazolinonas (IMIs) sdo amplamente usados em culturas agricolas e de
importante relevancia para o controle de varias espécies de plantas daninhas, tais como, o
arroz vermelho (Oryza sativa L.). O controle deste ocorre por meio do sistema de producédo
Clearfield®, utilizado para culturas tolerantes aos herbicidas IMIs, que promove reducédo nos
custos de producéo da cultura [MENEZES et al., 2009; SUDIANTO et al., 2013; TAN et al.,
2006]. A tolerancia ao uso de ambos os herbicidas IMlIs, imazethapyr e imazapic (Only®), em
culturas de arroz irrigado, deve-se ao uso de gendétipos de arroz resistentes a estes que
permite o controle seletivo do arroz-vermelho.

O amplo uso de herbicidas IMIs resulta da baixa dose de aplicacdo e da seletividade para
uma ampla faixa de culturas agricolas. O mecanismo de acdo de herbicidas deste grupo
envolve a inibicdo da enzima aceto-hidroxiacido sintetase (AHAS), que € uma das enzimas
chave na biossintese de aminoacidos de cadeia ramificada em plantas isoleucina, leucina e
valina [DUGGLEBY et. al., 2008; TAN et al. 2006; SUDIANTO et al., 2013; SILVA, et al., 2007].

Os herbicidas imazethapyr e imazapic tém um grupo imidazol quiral em sua estrutura
molecular e se diferenciam por um radical unido ao carbono cinco do anel piridina: imazapic
tem um grupo metil (CHs) enquanto que o imazethapyr tem um grupo etil (CH3-CHy) (Figura
1.1). Estes herbicidas tém como caracteristica comum o fato de terem dois enantidmeros, mas
a sua atividade bioldgica resulta, preferencialmente, da reatividade de apenas um destes
enantiomeros [RAMEZANI et al., 2010]. As principais propriedades fisico-quimicas destes

herbicidas estdo listadas na Tabela 1.1.
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Figura 1.1. Estruturas quimicas dos herbicidas imazethapyr (A) e imazapic (B): forma

catidnica, neutra e anidnica.

Tabela 1.1. Propriedades fisico-quimicas?® do imazethapyr e do imazapic.

Herbicida s Massa pKar  pKaz Solubilidade em Presséo de Vapor
molar dgua (mg L 1) (25°C) (mPa) (60 °C)
Imazethapyr 289,3 2,1 3,9 1400 <0,013
Imazapic 275,3 2,0 3,9 2150 <0,013

aC.D.S. Tomlin (Ed.), The Pesticide Manual, 12th ed., British Crop Protection Council, Surrey, U.K., 2000.

Os diferentes radicais no grupo piridina da estrutura quimica dos herbicidas IMls
apresentam pouca atividade na inibicdo da AHAS, contudo exerce um efeito diferencial sobre
o0 comportamento do herbicida no ambiente [TAN et al., 2005]. O comportamento de herbicidas
em solos depende, principalmente, de dois processos de retencdo, a sor¢do e a dessorcao.

A sorcao acontece de forma rapida antecipando-se aos outros processos, regulando-os,
influenciando o destino de herbicidas, uma vez que controla a disponibilidade desses para a
planta, a taxa de degradacdo pelos microrganismos do solo [GOETZ et al.,, 1990] e o
movimento do herbicida através do perfil do solo [OLIVEIRA JR. et al., 2001; PORFIRI et al.,
2015].

Para a caracterizacdo da sorcdo é utilizado o método “batch equilibrium” e, a partir das
isotermas de Freundlich séo obtidos os coeficientes Kr e 1/n. O Kt representa uma medida da
extensdo da interacdo do herbicida com o solo [AHMAD & RAHMAN, 2009] e 1/n, parametro
relacionado a linearidade do modelo [GILES et al., 1960; OLIVEIRA & BRIGHENTI, 2011].

A intensidade e a extenséo da sor¢édo dependem das propriedades fisico-quimicas do solo
tais como pH [BRESNAHAN et al., 2000; LOUX & REESE, 1993; CHE et al., 1992], matéria
organica (MO) [AHMAD & RAHMAN, 2009; STOUGAARD et al., 1990, BOIVIN et al., 2005],
textura [LOUX & REESE, 1993], umidade e temperatura [CARTON et al.,1997; LOUX et al.,
1989; GOETZ et al., 1990] e do herbicida [GREEN, 1974; OLIVEIRA JR. et al., 1999]. Assim,
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a obtencéo de uma recomendacédo Unica é dificil, tanto do ponto de vista agronémico como
ambiental [WANG & LIU, 1999].

Os herbicidas IMIs apresentam natureza anfétera, possuem um grupo carboxilico (acido)
e um grupo amino (basico), o que permite que os mesmos existam na forma anidnica, neutra
ou catibnica dependendo do pH do meio. Dessa forma, dependendo da constante de
dissociagéo (pKa) do herbicida e do pH do meio onde se encontra, as moléculas dos herbicidas
podem apresentar-se mais ou menos disponiveis na solugéo do solo.

Para valores de pH maior que o pKa dos herbicidas, estes existem predominantemente na
forma anibnica (-COO") onde estao fracamente ligados ou repelidos pelas cargas negativas
dos coléides do solo resultando em uma baixa sor¢cdo em solos com pH neutro ou mais altos
[CHE et al.,, 1992; GREEN, 1974; OLIVEIRA JR. et al., 1999; AICHELE & PENNER, 2005].

Assim, o pH do solo pode afetar a persisténcia dos herbicidas IMIs no meio ambiente
resultando em efeitos de “carryover” em culturas subsequentes dependendo das condicdes
do ambiente onde os mesmos se encontram [LOUX & REESE, 1993; BRESNAHAN et
al.,2000; KRAEMER et al., 2009; PINTO et al., 2011]. Adicionalmente, trabalhos da literatura
relatam o alto potencial de lixiviagdo dos herbicidas IMIs em solos [GIANELLI et al., 2014;
OLIVEIRA JR. et al., 2001; OLIVEIRA JR. et al., 1999; REGITANO et al., 2005].

A reversibilidade do processo de sor¢do depende do tipo de ligacdo existente entre o
herbicida e o solo, que pode ser ibnica ou covalente ou for¢as de ligacéo fracas como de Van
der Waals ou interagéo do tipo dipolo—dipolo formadas entre a superficie do sorvente e as
moléculas do composto [SINGH & KAUR, 2013].

O processo de dessorcao € muito importante uma vez que determina a taxa de liberagédo
do composto para a solucédo e a sua mobilidade no solo [Huang et al., 1998]. Além disso, este
processo reflete algumas das interacdes existentes entre 0 composto e o0s varios tipos de
solos [BOIVIN et al., 2005].

Na literatura, existem poucos relatos de trabalhos com relagdo a estudos do
comportamento de dessorcéo de herbicidas acidos fracos, tais como, os herbicidas IMIs, em
solos tropicais. Consequentemente, ha uma informacdo muito limitada sobre o
comportamento destes herbicidas em tais solos, que sdo quimicamente e fisicamente distintos
dos solos nao tropicais.

Considerando a informacdao limitada e as caracteristicas dos herbicidas IMIs, objetivou-se
com o presente trabalho avaliar a sorcdo e a dessor¢cdo de dois herbicidas deste grupo, o
imazethapyr e o imazapic, em solos com diferentes propriedades fisico-quimicas, em
condicbes de laboratério, para compreender 0 comportamento destes compostos nos solos e
contribuir com informacdes relevantes para a prevencdo de danos ao meio ambiente pelo uso
desses xenobibticos em culturas agricolas, assim como, medir a eficiéncia no controle de
plantas daninhas para evitar perdas de produtividade das culturas e garantir a

sustentabilidade da produgéo.



1.2. Material e Métodos

1.2.1. Herbicidas

Os herbicidas imazapic [(R,S)-5-methyl-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yl)
nicotinic acid] e imazethapyr [(R,S)-5-ethyl-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-yl)
nicotinic acid] foram obtidos da Sigma-Aldrich (pureza maior que 99%).

Solucdes estoque dos padrées de cada herbicida na concentracéo de 1000 mg L™* foram
preparadas em acetonitrila e armazenadas em frascos ambar a 4 °C. As solu¢fes estoque
dos herbicidas foram, posteriormente, diluidas para 10 mg L* em CaCl; 0,01 mol L e
estocadas na geladeira em frascos ambar a 4 °C. Todas as solu¢des foram preparadas
usando &gua ultrapura obtida de um sistema de purificagdo de 4gua Millipore (=18.2. MQecm,
Milli-Q, Millipore).

1.2.2. Caracterizagéo dos solos

A sorcdo de imazethapyr e de imazapic foi avaliada para seis tipos de solos sendo trés
deles provenientes do estado de Tocantins, o Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico (LVA),
0 Plintossolo Haplico Distréfico (FX) e o Gleissolo Haplico Tb Distrofico (GX), e trés
provenientes do estado do Rio Grande do Sul, o Cambissolo Hamico (CH), o Argissolo
Vermelho (PV) e o Neossolo Regolitico (RR), cujas caracteristicas fisico-quimicas estdo
listadas na Tabela 1.2.

As amostras de solo foram coletadas numa profundidade de 0 a 20 cm, homogeneizadas,
secas em temperatura ambiente e passadas em peneira de malha de 4 mm. Apds, foram
acondicionadas em embalagens de plastico e armazenadas a temperatura ambiente.

No estudo de sorgao dos herbicidas IMIs deve ser considerado que grande quantidade de
Fe presente nos solos se encontra em sua maior parte na forma de 6xidos [OLSON, 1965]. E
esta caracteristica pode ser utilizada para avaliar a sor¢do dos herbicidas imazethapyr e

imazapic nos solos do estudo.



Tabela 1.2. Caracterizagdo mineraldgica, quimica, fisica e textural dos solos.

Caracterizagcdo quimica
Solos pH P K | Ca* | Mg® | AP || H+AI ® \Y M MO
(H20)
-mg dm3- || - cmole dm™3 ----ceeeeeeeee || oo Yfp-----------
LVA 5,7 08| 79 | 0,99 | 0,52 | 0,00 | 4,70 || 1,71 || 26,7 | 0,00 | 3,00
FX 6,1 35| 27 || 3,39 | 1,35 | 0,00 | 3,00 | 4,81 | 61,6 | 0,00 || 2,22
|GX | 52 | 13] 82 | 169 | 0,75 | 057 | 520 | 3,22 | 338 | 17,7 | 2,35
CH 5.2 59| 99 | 0,90 | 0,50 || 1,70 | 6,77 || 3,35 || 20,0 | 51,0 || 2,30
PV 5,2 15| 27 | 1,20 | 0,60 | 2,10 || 6,77 | 3,97 | 22,0 | 53,0 | 2,10
RR 51 91| 115 | 3,30 || 0,70 | 0,70 || 8,09 | 4,99 | 35,0 | 14,0 | 5,10
Ferro oxalato [ Ferro ditionito
%
LVA 0,14 2,19
FX 0,10 1,29
GX 0,56 0,83
CH 0,23 0,92
PV 0,12 2,50
RR 0,13 1,34
Caracterizacgéo fisica
Areia [ Silte [ Argila |
% Classe textural
LVA 55 6 39 Argilo Arenoso
FX 47 16 37 Argilo Arenoso
GX 32 45 23 Franco
CH 62 12 26 Franco Argilo Arenoso
PV 42 20 38 Franco Argiloso
RR 51 17 32 Franco Argiloso

*Analises realizadas no laboratério de Analises de Solo Vigosa, segundo a metodologia da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA (2013); (t) = capacidade de troca catidnica efetiva; V
= saturacao por bases; M = Saturacao por Al*3; MO = matéria organica.

*De acordo com a Sociedade Brasileira da Ciéncia do Solo e Taxonomia do Solo: LVA (Latossolo Vermelho
Amarelo Distrofico); FX (Plintossolo Haplico Distréfico); GX (Gleissolo Haplico Tb Distréfico); CH (Cambissolo
Humico); PV (Argissolo Vermelho); RR (Neossolo Regolitico).




1.2.3. Sorcao e dessorc¢ao de imazethapyr e imazapic em solo

1.2.3.1. Sor¢ao

A sorcao de imazethapyr e imazapic foi estudada a 25 + 2 °C empregando-se 0 método
“batch equilibrium” [OECD, 2000] ou método de equilibrio de particdo. Este método consiste
em agitar a mistura solo/solu¢do contendo o herbicida por tempo suficiente para atingir o
equilibrio aparente do sistema [OLIVEIRA & BRIGHENTI, 2011]. O método envolveu duas
etapas, em triplicata.

A primeira etapa consistiu em obter o tempo de equilibrio de sor¢cdo dos herbicidas com
0s solos e, nesse intuito, foram utilizadas solu¢des de cada herbicida na concentracao de 10
mg L em CaCl, 0,01 mol L. As solu¢des de cada herbicida isoladamente (10 mL) foram
colocadas em equilibrio com as amostras de solos (2 g), em triplicata, e agitadas por 0,5; 1;
5; 8; 12; 16 e 24 h em tubos de polipropileno de 50 mL.

Apbs a otimizacdo do tempo de equilibrio, huma segunda etapa, foram obtidas as
isotermas de sorgdo, a partir de solugdes dos herbicidas preparadas em CaCl, 0,01 mol L*
nas concentracées 0,4; 0,8; 1; 5; 10 e 15 mg L. As solugGes (10 mL) foram colocadas em
contato com 2 g de solo, em ftriplicata, e agitadas no tempo de equilibrio estimado para cada
solo na etapa anterior. ApGs agitacao, as amostras foram centrifugadas a 3200 rpm por dez
minutos. Parte do sobrenadante foi retirado e filtrado em membrana PTFE (didmetro de 25
mm e poros de 0,45 ym), diretamente para “vials” de 2 mL.

AplGs a coleta dos dados, foi realizado o calculo do coeficiente de sor¢cdo (K7) e do
coeficiente de adsor¢cdo no carbono orgéanico (Kroc) a partir das isotermas de Freundlich
linearizadas.

As solucdes de CaCl; 0,01 mol L'* (sem os herbicidas em estudo) foram adicionadas a cada

um dos solos para verificar se houve interferéncia analitica em razao dos extratos dos solos.

1.2.3.2.  Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A concentracado de cada herbicida em solucéo foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), modelo Shimadzu LC 20AT, detector UV/vis (Schimadzu SPD-20A). A
coluna analitica utilizada foi uma coluna C18 de ac¢o inox (Shimadzu VP-ODS Shim-pack 250
x 4.6 mm I. D., 4.6 ym ODS). A fase movel foi constituida por 40:60 acetonitrila /Agua
(acidificada com 0,01% de acido ortofosférico para pH 3,0); as analises por HPLC-UV/vis
foram realizadas no modo isocratico, deteccdo em 254 nm, para ambos os herbicidas, com
volume de injecéo de 20 pL e vazéo de 1 mL min™. Dentro destas condi¢des cromatogréficas,
os tempos de retencdo para o imazethapyr e imazapic foram de 6,4 min e 4,9 min,

respectivamente.
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1.2.3.3. Dessorcéao

Os estudos de dessorgéo foram realizados imediatamente apds os de sor¢do utilizando-se
apenas os solos, em que foi utilizada a solugdo com a maior concentracdo do herbicida (15
mg L™?). A cada tubo foi adicionado 10 mL de solugdo de CaCl,0,01 mol L sem herbicida. Os
solos foram ressuspensos em um agitador vortex por 1 min e, em seguida, agitados
verticalmente durante os tempos de equilibrio otimizados. Apés a centrifugacao das amostras
e remocdo de 1 mL do sobrenadante para andlise, foi adicionado 1 mL de CaCl, 0,01 mol L?,
sem o herbicida, ao tubo. O procedimento de dessorcéo foi repetido por quatro vezes
consecutivas para imazapic e trés vezes para o imazethapyr. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata. A determinacdo da quantidade do herbicida (mg kg?') que
permaneceu adsorvida ao solo, apos cada intervalo de tempo, foi realizada a partir da
diferenca entre a concentracdo do herbicida no solo, antes das etapas de dessorcéo, e a
concentracdo na solucdo analisada. Posteriormente, calculou-se a porcentagem total de

dessorcdo em cada intervalo de tempo para todos os solos avaliados.
1.2.3.4. Determinacao dos coeficientes de sor¢ao

Os coeficientes de sorcdo (Kr, mg'™ kg L") foram determinados a partir das isotermas
linearizadas de Freundlich que envolvem a relacéo entre a concentracéo do herbicida sorvido
no solo (Cs (mg kg™)) e a concentracdo do herbicida encontrado na solucdo de equilibrio (Ce
(mg L1)). A partir dos valores de Ce. e de Cs utilizou-se a equacéo linearizada de Freundlich

para a interpretacdo do processo sortivo descrita abaixo:

log Cs =log ks + 1/nlog C, (2)

Onde K:e 1/n sdo constantes empiricas que representam a capacidade e a intensidade de
sorcdo, respectivamente. A determinacdo de Cs foi realizada a partir da diferenca entre a
quantidade do herbicida adicionada inicialmente e a Ce..

O coeficiente Kifoi normalizado para o teor de carbono organico do solo (CO) conforme a

equacdo 2, obtendo-se assim, o valor de K.oc.

Kr—oc = (%) x 100 )

Onde: CO=MO/1,724
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1.2.3.5. Analise de dados

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os programas Microsoft Excel (2013) e
SigmaPlot 12. Este programa estatistico foi usado para determinar a correlacéo entre a sor¢ao
e 0s parametros do solo. Todos os dados foram submetidos & analise de regressao, sendo 0s

coeficientes das equacdes testados pelo teste t a 5% de significancia.

1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Sorcéo e Dessorcao de imazethapyr e imazapic em solos
1.3.1.1. Sorcao
1.3.1.1.1. Tempo de equilibrio

As curvas do tempo de equilibrio (Figuras 1.2 e 1.3) mostram que a sor¢ao dos herbicidas
segue a mesma tendéncia em todos os solos: uma fase inicial, onde a sor¢éo de imazethapyr
e imazapic ocorreu de forma rapida, principalmente, nos trés primeiros tempos avaliados (0,5;
1 e 5 horas) e, em seguida, uma fase lenta, com menor incremento da sor¢do até atingir a
estabilizacdo. I1sso ocorreu devido a maior disponibilidade de sitios de ligacdo nos solos no
inicio do ensaio. A medida que os sitios superficiais sdo saturados, sua ocupagcao € dificultada

devido as forgas de repulsé@o entre as moléculas do soluto na fase sélida e na solucgéo.
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Figura 1.2. Estimativas das curvas de cinética de sor¢éo para o imazethapyr em diferentes

solos em fun¢do do tempo.
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Figura 1.3. Estimativas das curvas de cinética de sor¢éo para o imazapic em diferentes solos

em funcéo do tempo.

O tempo de sor¢do de um herbicida no solo pode ser descrito em trés estagios em fungéo
da mudancga da concentracao da solucdo. No estégio inicial, ocorre a rapida difusdo do soluto
na interface do solo, podendo ocorrer em minutos. Posteriormente, o herbicida movimenta-se
lentamente entre as fases solido/liquido que pode ocorrer em horas ou demorar dias para
chegar ao equilibrio. A terceira etapa da sor¢ao caracteriza-se como muito lenta e, por isso, é
chamada de reacéo de envelhecimento [OLIVEIRA & BRIGHENTI, 2011].

O tempo minimo para que o equilibrio do herbicida em solugdo com os solos LVA, FX, GX,
CH, PV fosse atingido foi de 16 horas para imazethapyr e imazapic, para o solo RR foi de 16
horas apenas para o imazethapyr e de 8 horas apenas para o imazapic. Dessa forma, optou-
se por esses respectivos tempos de agitacdo, visto que, apdés 0s mesmos, hado ocorreram
variacdes significativas na sorcéo dos herbicidas IMIs nos solos.

A Tabela 1.3 mostra as equacbes das curvas de cinética de sor¢do de ambos os

herbicidas.
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Tabela 1.3. Equacdes das curvas de cinética de sor¢do do imazethapyr e do imazapic nas

diferentes amostras de solo.

Solos Imazethapyr Imazapic
Y =a* (1-e™) R? Y=a*(1-e") R?
GX Y =10,3114 (1 - e 162> 0,96 Y =119026(1-& ***) 0,87
LVA ¥ =68364(1-e 2%2X) 0,96 vy =48090(1-e %) 0,86
FX Y = 48959(1- ¥70%) 0,96 v =4236101-e 2°%) 0,87
CH  v=127360(1-e %) 0,89 v=114614(1-¢ ) 0,93
PV Y =161278(1— e %) 0,96  y=154304@1-e& %) 0,90
RR ¥ =6543001-¢ “%2) 099  v=65769@1-e ") 0,98

1.3.1.1.2. Isotermas linearizadas de Freundlich

As isotermas de sorcdo de imazethapyr e imazapic foram obtidas para os solos LVA, FX,
GX, CH, PV, RR e estéo representadas nas Figuras 1.4 e 1.5. No presente estudo, foram
observadas diferencas significativas nos valores de 1/n, parametro relacionado a linearidade
do modelo, para ambos os herbicidas IMIs, nos solos avaliados.

Os dados de sorcao obtidos para os herbicidas nos solos avaliados caracterizam-se pelo
ajuste de isoterma do tipo C, onde 1/n ~ 1, para o imazapic nos solos CH e FX, e para o
imazethapyr nos solos PV e LVA, o que implica que a raz&do entre a concentracdo adsorvida
no solo e a que permanece em solucdo foi sempre a mesma concentragdo. Enquanto que
para os solos LVA, GX e PV o imazapic exibiu isoterma do tipo L onde 1/n < 1. Essa isoterma
representa o tipo de sor¢cdo mais comum verificado para herbicidas no solo, e ocorre devido
a capacidade limitada de formar ligagdes com o material coloidal e a variacdo do coeficiente
de sorgdo com a temperatura e umidade do solo [GIANELLI et al., 2014; OLIVEIRA JR. et al.,
2001]. Isto acontece quando os sitios especificos de ligacdo s&o preenchidos e os sitios
restantes sdo menos atrativos para as moléculas dos herbicidas restantes [KOSKINEN et al.,
2006; KOSKINEN & HARPER, 1990; OLIVEIRA & BRIGHENTI, 2011].

PUSINO et al. (1997) avaliaram a sor¢cdo do imazapyr em seis diferentes tipos de solo e
obtiveram valores de 1/n < 1 em todas as amostras de solo (isotermas do tipo L) indicando
uma alta afinidade do herbicida pelos sitios de sorcdo. Enquanto que GIANELLI et al. (2014)
avaliaram este mesmo herbicida, em trés diferentes tipos de solo, sendo que, para um dos
solos o imazapyr exibiu isoterma do tipo C (1/n ~ 1) e para os outros dois solos isoterma do
tipo L (1/n < 1).
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A isoterma de sor¢do do tipo S, onde 1/n > 1, foi obtida para o solo RR (para ambos os
herbicidas) e para os solos CH, GX e FX (apenas para o imazethapyr) o que indica que as
moléculas dos herbicidas IMIs modificam a superficie adsorvente, favorecendo futuras
sorgdes [OLIVEIRA & BRIGHENTI, 2011]. De acordo com GILES et al. (1960), uma isoterma
do tipo S indica que uma vez que os herbicidas s@o adsorvidos, torna mais facil para
guantidades adicionais destes se fixarem nos sitios de adsor¢éo do solo. LEONE et al. (2001)

encontraram este tipo de isoterma para o herbicida IMI imazaquin.
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Figura 1.4. Isotermas de sor¢cdo do imazethapyr para os solos: Argissolo Vermelho (PV),
Neossolo Regolitico (RR), Cambissolo Humico (CH), Gleissolo Haplico Tb Distrofico (GX),
Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico (LVA) e Plintossolo Haplico Distréfico (FX).
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Figura 1.5. Isotermas de sorcdo do imazapic para os solos: Argissolo Vermelho (PV),
Neossolo Regolitico (RR), Cambissolo Humico (CH), Gleissolo Haplico Tb Distrofico (GX),
Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico (LVA) e Plintossolo Haplico Distréfico (FX).

Os coeficientes da isoterma de Freundlich estdo descritos na Tabela 1.4. No presente
estudo, verificou-se diferencas significativas nos valores de K: e de 1/n (iguais, maiores e
menores que 1) para ambos os herbicidas nos solos avaliados.

AHMAD & RAHMAN (2009) investigaram as caracteristicas de sorcao de imazethapyr em
solos, e os fatores que mais afetaram a sorcéo deste herbicida foram o pH e o teor de carbono
organico. No entanto, outros fatores podem influenciar a sor¢do de compostos ionizaveis tais
como o Fe e 0 Al [GIANELLI et al., 2014; KAH & BROWN, 2006; ESPINOZA et al., 2009].
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Tabela 1.4. Pardmetros da isoterma linearizada de Freundlich e valores de Kroc para

imazethapyr e imazapic em diferentes solos.

Imazethapyr Imazapic
Solos  K¢(mg'" 1/n R2 Kroc (Mg™™  Ki(mg!™ 1/n R2 Kroc (Mg™

kg—l Ln ) kg -1 Ln) kgl Ln ) kg -1 Ln)
PV 2,52 1,024 0,99 206,88 2,72 0,785 0,98 223,29
RR 0,38 1,176 0,98 12,84 0,70 1,215 0,96 23,66
CH 0,68 1,564 0,98 50,97 1,54 1,079 0,94 115,43
GX 0,98 1,273 0,97 71,89 1,17 0,845 0,99 85,83
LVA 0,55 1,088 0,89 31,60 1,08 0,912 0,99 62,06
FX 0,64 1,297 0,96 49,70 0,43 1,111 0,99 33,39

Para pH > pKa2 a sorcédo é promovida pela predominancia da forma aniénica do herbicida
que é atraido pela carga positiva presentes na superficie do solo. De acordo com LEONE et
al. (2001) e PUSINO et al. (1997), os Oxidos de Ferro tém uma importante funcdo na sorcao
de herbicidas IMIs e afetam a persisténcia destes no solo.

O valor de K;pode variar de baixo a elevado e reflete, parcialmente, a mobilidade e a
persisténcia do herbicida no ambiente [SILVA, et al., 2007]. Os baixos valores de K;verificados
neste trabalho para ambos os herbicidas imazethapyr e imazapic pode estar relacionado ao
pH dos solos avaliados, entre 5,1 e 6,1, que sdo maiores que o valor de pK, destes herbicidas.
Nestas condi¢fes, estes se encontram predominantemente na forma anidnica (COO) e, a
energia de ligacao aos sitios dos colbides do solo é fraca.

Os valores de K; obtidos para o imazethapyr (entre 0,38 e 2,52 mg'" kg L") e para o
imazapic (entre 0,43 e 2,72 mg*" kg L") nos solos avaliados indicam uma sorc¢éo fraca, de
ambos os herbicidas, assim como, fraca energia de liga¢do da molécula aos colbides do solo.
Estes resultados sdo corroborados por trabalhos nos quais foi avaliada a sor¢do desses
herbicidas [OLIVEIRA JR. et al.,1999; BRESNAHAN et al., 2001; AHMAD & RAHMAN, 2009;
OLIVEIRA JR. et al., 2001].

A sorcéo dos herbicidas IMIs nos solos avaliados segue a seguinte ordem: PV > GX > CH
= FX > LVA > RR para imazethapyr e PV > CH > GX > LVA > RR > FX para imazapic. Esta
ordem de sorcdo nos solos indica que estes herbicidas apresentam diferenca de
comportamento e, consequentemente, na sua persisténcia nos solos avaliados. Isto pode
estar relacionado a fatores tais como o pH, o Oxido de Ferro, o tipo de argila e sua
porcentagem no solo. Além destes fatores, outro fator que pode afetar a sor¢cédo dos herbicidas
IMIs em solos é o teor de carbono organico que apresenta, geralmente, muitos sitios para

sorcao destes compostos em solos [STOUGAARD et al., 1990].
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Assim, valores de Kr.oc foram obtidos para imazethapyr e imazapic nos solos avaliados que
variaram de 12,84 a 206,88 e de 23,66 a 223,29, respectivamente (Tabela 1.4). Considerando
que estes valores de Kioc variaram muito para ambos os herbicidas, e que se trata de
herbicidas ionizaveis, o comportamento dos herbicidas nestes solos ndo pode ser descrito
apenas pelo CO. Consequentemente, 0 Kioc Nndo poderia ser usado para comparagdo da
sorcao relativa de varios solos [AHMAD & RAHMAN, 2009].

1.3.1.2. Dessorgéo

No estudo de dessorcdo, verificou-se que a maior porcentagem de dessorcdo do
imazethapyr e do imazapic nos solos avaliados, ocorre nas duas primeiras etapas de
dessorcao, com diminuicdo da quantidade dessorvida ao longo das etapas deste processo.
Isto se deve ao fato de que os herbicidas ocupam, inicialmente, os sitios mais acessiveis, que
envolvem mecanismos de ligacdo de menor energia [KAH & BROWN, 2006].

Os dados do estudo de dessorcéo de imazethapyr e imazapic nos solos PV, CH, GX, LVA,
RR e FX foram plotados de acordo com o sistema polinomial linear (Figuras 1.6 e 1.7). Os
resultados estédo descritos na Tabela 1.5. Para os solos CH e PV foram encontradas baixas
porcentagens de dessorcao para ambos os herbicidas (menor que 50%) e para o solo GX (em
torno de 50%) apenas para o imazethapyr. Isto indica maior dificuldade dos herbicidas
sorvidos retornarem para a solu¢ao do solo, e consequentemente, a ocorréncia de histerese
nestes solos que pode ser atribuida a vérias causas. Entre estas, a ligacdo das moléculas dos
herbicidas a sitios de sor¢ao especificos como ao 6xido de ferro amorfo.

PUSINO et al. (1997) avaliaram a dessorcdo de imazapyr em seis solos, sendo que, a
menor dessor¢do do herbicida foi encontrada em solos com maior contetido de éxido de ferro
amorfo. Este pode ter sido um dos fatores responséaveis pela baixa porcentagem de dessor¢éo
verificada para ambos os herbicidas, imazethapyr e imazapic, nos solos CH e GX (Figuras 1.6
e 1.7) que apresentam teor de ferro oxalato maior em relagcdo aos demais solos avaliados
(Tabela 1.2). Assim, ambos os herbicidas podem apresentar efeito de “carryover” em culturas
subsequentes, o imazethapyr nos solos CH, PV e GX e o imazapic nos solos CH e PV.

As porcentagens de dessor¢cado mais altas do imazethapyr foram obtidas para os solos RR,
LVA e FX (> 70%) (Figura 1.6), e do imazapic para os solos RR, LVA, FX e GX (Figura 1.7).
O pH e o conteudo similar de ferro oxalato dos solos RR, LVA e FX pode ser um dos fatores
que contribuiram para este resultado. PUSINO et al. (1997) relacionaram a semelhanca na
porcentagem de dessorcdo de imazapyr em dois solos ao fato de estes apresentarem
conteudo similar de oxido de Ferro amorfo.

A alta porcentagem de dessorcao encontrada para o imazethapyr e o imazapic, em alguns
dos solos avaliados, indica um alto potencial de lixiviacdo destes herbicidas no perfil do solo

0 que pode oferecer riscos de contaminagdo de aguas subterraneas.
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Figura 1.6. Porcentagens de dessorcéo de imazethapyr para os solos: Argissolo Vermelho
(PV), Plintossolo Haplico Distrofico (FX), Gleissolo Haplico Tb Distréfico (GX), Latossolo
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Figura 1.7. Porcentagens de dessorcéo de imazapic para os solos: Argissolo Vermelho (PV),
Plintossolo Haplico Distréfico (FX), Gleissolo Haplico Th Distréfico (GX), Latossolo Vermelho

Amarelo Distrofico (LVA), Neossolo Regolitico (RR), Cambissolo Himico (CH).
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As porcentagens de dessor¢cdo mais altas ndo seguiram a ordem de diminui¢cdo na sorcao
dos herbicidas para todos os solos: RR > LVA > FX > GX > CH > PV para imazethapyr e FX
> LVA > RR > GX > CH > PV para imazapic. A dessor¢céo do imazethapyr seguiu a ordem
inversa da sor¢cao apenas para os solos RR, LVA, FX e PV e a do imazapic para os solos PV,
CH, GX e PV. Isto indica que multiplos mecanismos podem estar ocorrendo na sor¢do dos
herbicidas quando comparado com os processos de dessor¢éo, e sua compreensao depende

nao apenas de coeficientes de sor¢do, mas de cada composto que interage com o solo.

Tabela 1.5. Dados do estudo de dessorcao de acordo com o modelo linear para imazethapyr

e imazapic em diferentes amostras de solo.

Imazethapyr Imazapic
Solos Y=ax+b
a b a b
GX 0,23 (+0,01) 40,78 (x0,46) 0,23 (+0,05) 70,50 (x2,2)
LVA 0,09 (+0,01) 66,78 (+0,43) 0,16 (+0,02) 75,29 (+0,88)
FX 0,16 (+0,03) 58,33 (x1,20) 0,11 (+0,01) 89,20 (x0,57)
CH 0,23 (+0,02) 29,71 (+0,70) 0,19 (+0,01) 33,38 (x0,57)
PV 0,23 (+0,03) 22,51 (+1,15) 0,40 (+0,05) 17,00 (x2,0)
RR 0,10 (+0,01) 94,31 (+0,17) 0,26 (+0,04) 72,83 (+0,78)

*Os coeficientes de determinacéo (R?) foram > 0,92 em todos os casos.

1.4. Conclusao

O estudo de sorcao—dessor¢cao mostrou que ambos os herbicidas imazethapyr e imazapic
sdo afetados pelas propriedades dos solos tais como o pH e o teor de 6xido de ferro e, que o
tipo de argila e sua porcentagem no solo também pode ter contribuido para os resultados
obtidos no estudo. Os baixos valores de K: encontrados indicam fraca sorcdo destes
herbicidas nos solos avaliados. Adicionalmente, de acordo com as isotermas de sorcéo
obtidas ha diferenca no comportamento do imazethapyr e do imazapic para alguns dos solos
avaliados podendo ter mais do que um tipo de mecanismo envolvido no processo de sorcao.
Ja as porcentagens de dessorcdo obtidas para estes herbicidas nos solos avaliados indicam
a possibilidade de efeitos de “carryover” e riscos de lixiviagdo para adguas subterraneas.

Portanto, os resultados do presente estudo mostram que para o uso seguro e efetivo do
imazethapyr e do imazapic em culturas agricolas, principalmente, em sistemas de producdo

Clearfield®, é necessario considerar as propriedades fisico-quimicas do herbicida e do solo.
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CAPITULO 2: MEIA-VIDA E POTENCIAL DE LIXIVIACAO DE IMAZETHAPYR E
IMAZAPIC EM SOLOS

RESUMO

MEIA-VIDA E POTENCIAL DE LIXIVIACAO DE IMAZETHAPYR E IMAZAPIC EM SOLOS

Os herbicidas imidazolinonas séo utilizados para o controle de varios tipos de plantas em soja
e outras leguminosas, e em culturas tolerantes as imidazolinonas. Dois herbicidas deste
grupo, imazethapyr e imazapic, sdo utilizados na forma de mistura comercial na tecnologia
Clearfield® (ONLY®). No propdsito de avaliar a persisténcia e a mobilidade destes herbicidas
nos solos Plintossolo Haplico Distrofico (FX) e Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico (LVA),
um método multirresiduo (QUEChERS) foi desenvolvido e validado neste estudo. O método
foi validado em termos de seletividade, linearidade, recuperagcdo dos herbicidas, precisdo
(repetitividade e precisao intermediéria), limites de detec¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ), e
exatiddo. Para a quantificacdo e confirmacdo dos herbicidas imazethapyr e imazapic foi
utilizada a cromatografia liquida acoplada a um analisador triplo quadrupolo operando em
“tandem” com o espectrometro de massa (LC-QqQ-MS/MS), e ionizagdo por
eletronebulizacdo no modo positivo (ESI+). As transicbes de monitoramento de reagao
selecionadas foram monitoradas para imazethapyr (ion precursor > ion produto): m/z 290 >
245 e m/z 290 > 248 e para imazapic m/z 276 > 231 e m/z 276 > 234 para a quantificacéo e
confirmacdo, respectivamente. No método validado, obteve-se recuperacbes para a
repetitividade na faixa de 85,02 a 116,60% com RSD; entre 6,74 — 16,59 % e precisédo
intermediaria na faixa de 94,73 e 108,54% com RSDy; entre 5,95 — 11,92 %. Coeficientes de
correlagdo das curvas analiticas na faixa de 5,0 — 105,0 pug L foram maiores que 0,99. Os
LOD foram de 2,18 ug kg* para imazethapyr e 2,03 pg kg* for imazapic. Os LOQ foram 6,61
ug kg* para o imazethapyr e 6,14 ug kg para o imazapic em solos. Os tempos de meia-vida
de imazethapyr foram de 29,13 e 69,11 dias e de imazapic foram de 29,41 e 35,53 dias para
0s solos FX e LVA, respectivamente. Estes valores de meia-vida indicam que os herbicidas
imidazolinonas sdo medianamente persistentes nestes solos. Adicionalmente, os resultados
indicam alto potencial de mobilidade destes herbicidas nos solos avaliados, com deteccéo e
guantificacdo em até 20 cm de profundidade. Portanto, o imazethapyr e o imazapic tém

potencial de contaminacao de 4guas subterraneas.
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ABSTRACT

HALF-LIFE AND LEACHING POTENTIAL OF IMAZETHAPYR AND IMAZAPIC IN SOILS

The imidazolinone herbicides are used to control a wide range of weeds in soybeans and in
other legumes, also in imidazolinone-tolerant crops (Clearfield® crops). Two herbicides of this
group, imazethapyr and imazapic, are used in commercial mix in the Clearfield® technology
(ONLY®). In order to evaluate the persistence and the mobility of these herbicides in Dystric
Plinthosol (FX) and Red-Yellow Latosol (LVA) soils, a multiresidue method (QUEChERS) was
developed and validated, in this study. The method was validated in terms of selectivity,
linearity, recovery of herbicides, precision (repeatability and intermediate precision), limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) and also of accuracy. For the quantification and
confirmation of the herbicides, imazethapyr and imazapic, the liquid chromatography was used
and coupled to a triple quadrupole analyzer operating in tandem with the mass spectrometry
(LC-QqQ-MS/MS), and also the electrospray ionization in the positive mode (ESI+). The
selected reaction monitoring transitions were monitored for imazethapyr (precursor ion >
product ion): m/z 290 > 245 and m/z 290 > 248; and for imazapic: m/z 276 > 231 and m/z 276
> 234 for quantification and confirmation, respectively. In the validated method, recoveries for
the repeatability were obtained in the range of 85.02 to 116.60% with RSD, between 6.74 —
16.59 % and intermediate precision in the range of 94.73 to 108.54% with RSD,; between 5.95
— 11.92 %. Correlation coefficients of calibration curves, in the range of 5.0 — 105.0 ug L%,
were higher than 0.99. The LODs were 2.18 ug kg* for imazethapyr and 2.03 pg kg?* for
imazapic. The LOQs were 6.61 ug kg for imazethapyr and 6.14 ug kg for imazapic. The
imazethapyr’s half-lives were 29.13 and 69.11 days and the imazapic ones were 29.41 and
35.53 days for FX and LVA soils, respectively. These half-life values indicate that the
imidazolinone herbicides are averagely persistent in the soils that were previously mentioned.
Additionally, the results indicate high mobility potential of these herbicides with detection and
guantification up to 20 cm depth in the evaluated soils. Therefore, the imazethapyr and the

imazapic have potential for groundwater contamination.
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2.1. Introducdo

A aplicacao indiscriminada de agrotoxicos pelos agricultores gera uma preocupacao quanto
a contaminacdo do solo e da agua [SILVA et al., 2007]. No Sul e no Sudeste do Brasil, as
lavouras que se destacam no consumo de agrotéxicos sdo a soja, cana-de-agucar, milho,
café, citros, arroz irrigado e algoddo. Considerando que o agronegdcio € hoje a principal
atividade econdmica brasileira, respondendo por 23% do produto interno produto (PIB)
[CEPEA, 2015], torna-se necessario monitorar as possiveis contaminacdes, oriundas do uso
de agrotoxicos em amostras ambientais, devido ao risco que eles oferecem a satde humana,
além da sua persisténcia no meio ambiente [PICO et al., 2007].

No entanto, a complexidade das amostras a serem analisadas e a exigéncia em determinar
os residuos de agrotoxicos em concentragfes extremamente baixas, bem como a grande
variedade de propriedades quimicas tém exigido o uso de novas técnicas de extragdo, novos
equipamentos e novos métodos de andlise. No desenvolvimento de métodos analiticos faz-
se necessario uma etapa prévia de preparo da amostra que depende das caracteristicas da
matriz, das propriedades do agrotdxico e do nivel de concentragcdo da substancia a ser

determinada.

2.1.1. Preparo de amostra para analise de residuos de agrotéxicos

Os principais objetivos do preparo da amostra séo promover a extracao e o enriquecimento
dos analitos de interesse, e a remocao, tanto quanto possivel, dos interferentes. Assim, o
preparo de amostra € uma etapa crucial dentro de todo o processo analitico, uma vez que,
perdas do analito nessa etapa podem comprometer o resultado das analises [PRESTES et
al., 2009].

De acordo com HERCEGOVA et al. (2007), um método multirresiduo de preparo de
amostras ideal é o que inclui o maior nUmero de compostos possiveis, recuperacées proximas
a 100%, remove 0s possiveis compostos interferentes da amostra, apresenta boa precisao e
robustez, baixo custo, rapidez, facilidade e seguranca.

Os procedimentos de preparo de amostra, tais como extracdo, concentracao e “clean-up”,
influenciam potencialmente na confiabilidade e exatiddo das analises [AHMED, 2001]. No
entanto, essa etapa € responsavel por mais de 80% do tempo de consumo das analises e as
novas tendéncias em preparo de amostras visam o desenvolvimento de métodos que
aumentem a precisio, a reprodutibilidade e a relagéo custo-beneficio [HYOTYLAINEN, 2007].
Para isso, muitas inovagdes nos processos analiticos para a determinagéo de residuos de
agrotoxicos, tém sido desenvolvidas [PICO et al., 2007].

Os métodos utilizados tradicionalmente na extragéo de agrotéxicos do solo séo a Extra¢éo
por Soxhlet, o Ultrassom e a Agitagdo Mecénica, seguidos de uma etapa de “clean-up”,

consistindo na maioria dos casos, por procedimentos de extragdo em fase solida (SPE, Solid
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Phase Extraction) [RAMOS et al., 2010]. Técnicas mais recentes sao utilizadas apesar do
custo consideravel: Extracdo por Fluido Supercritico (SFE, Supercritical Fluid Extraction),
Extragdo por Solvente Pressurizado (PSE, Pressurized Solvent Extraction) e Extracdo
Assistida por Microondas (MAE, Microwave Assisted Extraction).

Entre os procedimentos de preparo de amostra que tém sido largamente empregados para
extracdo de agrotdéxicos em matrizes complexas destaca-se o método de extracédo
QUEChERS.

2.1.1.1. Método de extracdo QUEChERS

O método de extracdo QUEChERS (do inglés “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe”) foi introduzido em 2003 por ANASTASSIADES et al. com o intuito de superar limitacdes
praticas de outros métodos de extragdo de residuos de agrotoxicos ja existentes. Este método
€ considerado vantajoso devido as suas caracteristicas embutidas no préprio nome: rapido,
facil, econémico, efetivo, robusto e seguro. O procedimento original envolve as seguintes
etapas: extragdo com acetonitrila (ACN), seguido de particdo liquido-liquido com adigéo de
sulfato de magnésio anidro (MgSQO.) e cloreto de sédio (NaCl) e, posteriormente, “clean-up”
com SPE dispersiva [ANASTASSIADES et al., 2003; ROMERO-GONZALEZ et al., 2008]. A

Figura 2.1, apresenta um esquema representativo do método QUEChERS original.
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10 g de amostra

10 mL de ACN Agitar por 1 min
4,0 g de MgSO, e 1,0 g de NaCl Agitar por 1 min
Trifenil fosfato (Padré&o Interno) Agitar por 30 s e
centrifugar

1 mL do extrato sobrenadante

150 mg de MgSO, e 25 mg de PSA Agitar por 30s e
centrifugar

Andlise cromatografica

Figura 2.1. Esquema representativo do método QUEChERS original [PRESTES et al.,
2009].

O uso de acetonitrila como solvente de extragdo no método QUEChERS proporciona uma
menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes de amostras, tais como, ceras,
gorduras e pigmentos, a extracdo de uma ampla faixa de agrotdxicos com diferentes
polaridades, e compatibilidade do extrato final com a Cromatografia Liquida (LC, Liquid
Chromatography) acoplada a Espectrometria de Massas (MS, Mass Spectrometry) e a
Gasosa (GC, Gas Chromatography). Além disso, a acidificacdo da acetonitrila permite
recuperacdes satisfatérias de agrotoxicos que, geralmente, apresentam problemas de
estabilidade. J4 a adicdo de sais na etapa de particdo promove o efeito “salting out”
proporcionando melhores percentuais de recuperacdo para agrotoxicos polares, uma vez que
a adicdo de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aguosa, assim como, a
guantidade de 4gua na fase organica e vice-versa. Na extracdo com ACN, a adicao de sais é
muito conveniente, uma vez que, tem a grande vantagem de nao diluir o extrato da amostra
e proporciona a separacdo das fases organica e aquosa [PRESTES et al., 2009].

No método QUEChERS foi utilizado o sulfato de magnésio anidro por ser um agente
secante muito mais eficiente quando comparado a outros sais, sendo sua hidratacdo um

processo extremamente exotérmico, tendo como resultado um aquecimento do tubo utilizado
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durante as etapas de extracdo/particdo. Este aquecimento € favoravel para extracdo de
alguns agrotéxicos e indica que a dgua esta sendo removida da solu¢cdo [ANASTASSIADES
et al., 2003].

A etapa de “clean-up” é essencial na andlise de residuos de agrotéxicos para promover
robustez e confiabilidade aos resultados obtidos pelo sistema cromatogréfico, uma vez que,
componentes ndo-volateis da matriz podem ficar aderidos no conjunto injetor-insersor e na
coluna cromatogréfica, alterando assim a resposta do sistema e aumentando a frequéncia de
manutencdes necessarias. Portanto, a eficiéncia do “clean up” contribui para uma maior vida
atil dos insersores, bem como das colunas cromatogréficas, reduzindo assim a contaminacao
do sistema cromatografico.

Considerando a importancia da etapa de “clean up”, desenvolveram a extracdo em fase
sélida dispersiva (D-SPE, Dispersive Solid Phase Extraction) juntamente com o método
QUEChERS. Neste método, uma aliquota de 1 mL do extrato é colocada em contato com uma
mistura contendo 25 mg do sorvente amina primaria-secundaria (PSA, Primary Secundary
Amine) e 150 mg de MgSO.. Os sdlidos sao separados por centrifugacao ou filtracdo, e uma
aliquota do extrato final é levada para analise [ANASTASSIADES et al., 2003]. Na etapa de
“clean-up” do método QUEChERS é conveniente utilizar uma combinacdo de sorventes como,
por exemplo, octadecilsilano (C18) e PSA, dependendo do tipo de matriz utilizada e das
propriedades quimicas dos agrotéxicos [LEHOTAY et al., 2007]. Mas cabe ressaltar que a
estrutura bidentada do PSA tem um elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos
amino primario e secundario e, consequentemente, a retencdo de &cidos graxos livres e de
outros compostos polares presentes na matriz € muito forte [PRESTES et al., 2009].

O método QUEChERS apresenta como principais vantagens, em relacdo aos métodos
tradicionais de preparo de amostra, os altos valores de recuperacdes (maiores que 85%) para
uma ampla faixa de agrotoxicos com diferentes polaridades e volatilidade, elevado grau de
exatiddo e precisdo dos resultados, preparo de um grande nimero de amostra em um tempo
reduzido, redugdo no volume de solventes orgéanicos, e simplicidade de execucdo [LEHOTAY
et al., 2007]. A desvantagem deste método esta na relagdo amostra:extrato final, de 1 g mL?,
gue é mais baixa do que 2 - 5 g mL* obtida pela maioria dos métodos tradicionais de extracédo
[LEHOTAY et al., 2007]. Apesar disso, esta relacdo é considerada adequada, uma vez que,
valores de LOD entre 10 100 ug kg séo obtidos para a maioria dos agrotéxicos comumente
analisados [PRESTES et al., 2009, ANASTASSIADES et al., 2003].

Nos Estados Unidos, o método QUEChERS foi adotado em 2007, como método oficial da
AOAC, “Association of Official Analytical Chemists”, e pelo Comité Europeu para
Padronizacdo para a determinacdo de residuos de agrotéxicos em alimentos [PRESTES et
al., 2009].

Considerando que o método QUEChERS fornece bons resultados para a extracdo de

agrotoxicos nao polares, de média polaridade e polares em alimentos ndo gordurosos, sua
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aplicacdo é igualmente interessante na analise de agrotdxicos em outras matrizes ndo

gordurosas, tais como os solos.

2.1.1.2. Método QUEChERS aplicado as amostras de solo

No método QUEChERS, quando escolhido para a extracao de agrotéxicos em solos, utiliza-
se, na maioria dos casos, a deteccdo por Espectrometria de Massas (MS). Além disso, o
numero de trabalhos da literatura publicados envolvendo a aplicacdo do método para
amostras de solos ainda sédo poucos comparado a sua aplicagdo em amostras como de frutas
e vegetais. A seguir, alguns trabalhos da literatura estdo descritos, com énfase no preparo de
amostra utilizando o método QUEChERS para amostras de solo.

PADILLA-SANCHE?Z et al. (2010) desenvolveram um método QUEChERS maodificado para
determinacdo de 13 compostos fendlicos em amostras de solo, incluindo os clorofendis,
alquilfendis, nitrofendis e cresois, seguido de quantificacdo por GC-MS e LC-MS/MS. A
extracdo dos compostos no solo utilizando este método consistiu em pesar 10 g de amostra
em tubos de polipropileno de 50 mL seguido da adi¢do de 10 mL de ACN (acidificada com
acido acético 1% v/v) e 5 mL de agua Milli-Q com agitacdo por 1 h. Em seguida, foram
adicionados 1,7 g de NaOAc, 6 g de MgSO. e 4 g de NaCl, e os tubos foram agitados
novamente por 1 min. ApGs centrifugacdo a 5000 rpm por 5 min, 1,5 mL da fase organica
foram transferidos para um microtubo de polipropileno de 2 mL contendo 0,75 g de MgSQa,,
para assegurar a completa remogdo de 4gua. Um volume de 860 pL de sobrenadante foi
transferido para um vial de 1 mL e, em seguida, foram adicionados a este vial 20pL de piridina
e 100 pL de &cido acético anidro como reagentes de derivatizagdo. O vial foi agitado
vigorosamente em um vortex por 1 min, para promover a reacao de derivatizagdo, que foi
desenvolvida a temperatura ambiente em alguns segundos. Volumes de 10 pL foram injetados
no sistema GC-QqQ-MS/MS. Os compostos fendlicos analisados apresentaram recuperagao
entre 65-113%, com RSD na faixa de 7 a 24%. Os LODs e LOQs para compostos fendlicos
em solos ficaram na faixa de 1 a 100 pg kg™ sendo que o LOQ < 10 ug kg™ para a maioria
dos compostos fendlicos. O método QUEChERS modificado foi validado para solos agricolas
e aplicado para 15 amostras de solos.

RAMOS et al. (2010) desenvolveram um método QUEChERS modificado para
determinacdo de 11 agrotdxicos em trés tipos de solos (florestal, ornamental e agricola),
seguido de quantificacdo por Cromatografia Gasosa com Deteccdo por Nitrogénio e Fasforo
(GC-NPD). O método desenvolvido para extracdo dos agrotoxicos no solo consistiu das
seguintes etapas: pesagem de 10 g de amostra, adicdo de solucdo do padréo interno e de 20
mL de ACN, agitacdo por 1 min, seguido pela adicdo de 4,0 g de MgSQOs, e 1,0 g de NacCl,
adicdo de 1,0 g de citrato de sdédio tribasico dihidratado e de 0,5 g de hidrogenocitrato

dissodico sesquihidratado, agitagdo por 10 s, ultrassom por 5 min e centrifugacao por 8 min.
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A etapa de “clean-up” consistiu de 0,25 g de PSA e 1,5 g de MgSO., agitacdo por alguns
segundos, seguido de ultrassom por 1 min e centrifugacdo por 10 min. O sobrenadante foi
evaporado até secura e redissolvido com 1 mL de ciclohexano, seguido de filtrac&o.
Posteriormente, uma quantidade muito pequena de Na,SO,; anidro foi adicionada e o
sobrenadante foi filtrado para andlise por GC-NPD. O método foi validado e valores de
recuperacao aceitaveis entre 45 e 96% e RSD menor que 12% foram obtidos para todos os
agrotoxicos em solos, exceto para malation e malaoxon em solos florestais e ornamentais, 0s
guais nao foram extraidos quantitativamente devido aos valores de recuperacdo muito baixos.
LODs na faixa de 0,48 a 12,5 ug kg e LOQs na faixa de 1,61 a 41,6 ug kg foram obtidos
para os agrotoxicos utilizando o método QUEChERS modificado.

BRAGANCA et al. (2012) desenvolveram um método QUEChERS para a determinacao de
ibuprofen e seus metabdlitos em solos e analise por LC-FLD. Neste estudo foram testados
quatro tipos de composi¢cbes do método (com variacdo na quantidade e nos tipos de sais
utilizados) para extracdo destes compostos e foram avaliados os valores de recuperacao. O
método envolveu uma extracdo Unica dos compostos avaliados com &gua ultrapura
(acidificada para pH 2,5 com acido hidroclorico), e uma lenta e continua adicédo das diferentes
composi¢cdes do método seguido pela adicdo de ACN acidificada (adcido acético 1%), para
posterior determinacéo por LC acoplada com deteccéao por fluorescéncia (LC—FLD). Estudos
de validag&o foram conduzidos usando amostras de solo dentro de uma faixa de contetdo de
carbono organico. As recuperacdes das amostras fortificadas ficaram na faixa de 79.5% a
101% e os valores de RSD ndo foram maiores que 3%. Os LOQ foram < 22,4 ug kg™ em
todos os testes realizados. O método QUEChERS desenvolvido foi aplicado na analise de 16
amostras reais.

MARTIN et al. (2010) desenvolveram um método QUEChERS modificado para a
determinagdo de trihalometanos (cloroférmio, bromodiclorometano, dibromoclorometano e
bromoférmio) em amostras de solo. O método QUEChERS para extracdo destes compostos
no solo envolveu as seguintes etapas: 5 g de solo foram pesados em um tubo de vidro de 15
mL que permaneceu fechado para evitar a perda dos compostos mais volateis. Em seguida,
foi adicionado 3 mL de agua ultra pura, e agitagdo no vortex por 1 min. A mistura foi adicionado
2,5 mL de acetato de etil seguido de agitacdo em um vortex por 1 min. A este tubo foi
adicionado 2 g de MgSO, anidro que foi novamente agitado em um vortex por 1 min.
Posteriormente, o tubo foi centrifugado a 5000 rpm por 5 min e a fase organica foi transferida
para um vial para andlise por GC-UECD. Valores de recuperacao obtidos entre 65-94% foram
satisfatérios e RSD da repetitividade na faixa de 2,5 a 6,7% e da reprodutibilidade na faixa de
2,8 a 8,3%. Os LODs ficaram na faixa de 6 a 659 ng kg™ e os LOQs na faixa de 17 a 1998 ng
kg™

PINTO et al. (2010) desenvolveram uma versao simplificada do método QUEChERS para

extracdo de trés compostos clorados de diferentes polaridades (hexaclorobenzeno, 1,2-
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diclorobenzeno e cloroférmio) em amostras de solos, seguido de quantificacdo por
Cromatografia Gasosa com Micro Deteccdo por Captura de Elétrons (GC-pECD). Na
avaliacdo do método proposto, trés tipos diferentes de solos foram usados: solo de jardim,
com alto conteddo organico; um Vertisol, com alto conteudo de argila; e um material de
referéncia certificado (solo argiloso sedimentoso). O método QUEChERS proposto consistiu
em pesar 2,5 g de amostra, adi¢cdo de 1,5 mL de agua ultrapura e agitagdo por 1 min em
vortex. Posteriormente, foi adicionado 2,5 mL de acetato de etila com agitagdo por 1 min,
seguido de adicdo de 1,0 g de MgSO, anidro com agitagdo por 1 min, centrifugacéo a 5000
rpm durante 5 min, e analise por GC-UECD. Valores de recuperacao entre 62 e 93% foram
obtidos para os compostos nos diferentes tipos de solos, com RSD entre 0,1 e 3,4%. A
principal vantagem do método QUEChERS modificado desenvolvido foi a eliminacéo da etapa
de “clean-up” dispersivo, além de ser um procedimento rapido, barato, e que minimiza os erros
associados a essa etapa. Os LODs ficaram na faixa de 0,15 a 2,2 ug kg™.

Apesar de todas as vantagens do método QUEChERS na extracdo de multirresiduos, a sua
aplicacdo na extracéo de herbicidas IMIs, tais como, o imazethapyr e o imazapic, em solos

ainda é relativamente pequena.

2.1.1.3. Preparo de amostra para extracdo de herbicidas IMIs em solo

Os herbicidas do grupo das IMIs controlam um amplo espectro de plantas daninhas em
diversas culturas agricolas. Dois herbicidas deste grupo, imazethapyr e imazapic, séo
amplamente utilizados nos estados do Rio Grande do Sul (RS) e de Tocantins (TO), em uma
mistura formulada com o nome comercial Only®, que é aplicado em cultivares tolerantes
(Sistema Clearfield®). No entanto, estes herbicidas apresentam alto potencial de contaminar
0 ambiente e afetar culturas subsequentes devido a sua alta persisténcia e solubilidade em
agua [KRAEMER et al., 2009].

Portanto, o conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas IMIs € muito
importante para o desenvolvimento de métodos analiticos de preparo de amostra, que visam
a sua determinacdo em matrizes ambientais como o solo. A extracdo de herbicidas IMIs em
solos, normalmente, é dificil devido a co-extragcdo de muitas substancias interferentes, a
complexidade da matriz, as propriedades desses herbicidas e aos baixos limites de deteccdo
requeridos [RAMEZANI et al., 2009]. Além disso, devido a sua baixa dosagem de aplicacéo,
0 monitoramento de residuos de herbicidas IMIs em solos necessita ser executado em niveis
de ug kg™

Os meétodos classicos para a extracado de herbicidas IMIs em solos sdo procedimentos
demorados, envolvendo varias etapas, e 0 uso de sorventes aumenta o custo de analise

[RAMEZANI et al., 2009]. Assim, o desenvolvimento de métodos de extracdo de herbicidas
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IMIs mais rapidos e eficazes, visando baixo custo e menor contaminacdo ambiental é uma
exigéncia necessaria.

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a extracdo e/ou concentracdo de herbicidas
IMIs presentes no solo. A seguir estdo citados alguns dos trabalhos da literatura, com énfase
no preparo de amostra de herbicidas deste grupo em solos.

STOUT et al. (1997) utilizaram a extracdo assistida por micro-ondas (MAE) para a
determinacgéo do herbicida imazaquin em amostras de solo, e quantificacdo por GC-ECD e
GC-MS com ionizacao quimica. A etapa de “clean up” das amostras de solo, ndo foi utilizada
na analise por LC-MS, e a etapa de derivatizagéo, utilizada para analise por GC-ECD e GC-
MS, foi eliminada. As recuperacdes obtidas para amostras de solo, fortificadas aos niveis de
1 - 50 ug kg?, ficaram acima de 92%. O LOQ foi de 0,2 pg kg™.

LAGANA et al. (1998) desenvolveram um método para quantificacdo simultanea dos
herbicidas IMIs imazapyr, m-imazamethabenz, p-imazamethabenz, m,p-imazamethabenzo
metilico, imazethapyr e imazaquin em amostras de agua e solo. Os herbicidas foram extraidos
das amostras de solo utilizando extracdo por coluna de solo combinada com SPE e
gquantificadas por LC-MS/MS no modo SIM. As amostras de agua foram pré-concentradas
com SPE e os herbicidas foram quantificados por HPLC-UV/Vis. As recuperacgdes ficaram
acima de 89%. Foram obtidos LOD para amostras de agua na faixa de 43 a 51 ng L' e na
faixa de 0,1 a 0,05 ng g em solo. A recuperacéo total de cada herbicida IMI em amostras de
solo variou de 87 a 95%.

GONCALVES (2007) desenvolveu um método para a determinacdo de residuos de
herbicidas imazethapyr, imazapic e outros, em agua e solos provenientes do cultivo de arroz
irrigado. Para extragdo dos herbicidas em amostras de solo foram pesados 5 g de amostra
em um tubo de extracdo e, em seguida, adicionados 10 mL de ACN, ultrassom por 30 min e
centrifugacdo a 3600 rpm por 10 min. Apds, o sobrenadante foi transferido quantitativamente
para um tubo de vidro graduado, o volume foi completado até 10 mL com ACN e, apos,
evaporado sob corrente de N.. A amostra foi redissolvida com 500 pyL de fase movel
(ACN:H20). Para analise das amostras de solo foi utilizado LC-MS/MS, com ESI no modo
positivo, para confirmacéo dos compostos, e obtiveram valores de LOQ na faixa entre 2,5 e
5,0 ug kg* e LOD entre 0,8 a 1,5 ug kg. As recuperacgdes para as amostras de solo ficaram
na faixa de 89,3 e 105,7%, com RSDs menores que 8,7%.

RAMEZANI et al. (2009) avaliaram métodos de extracao e “clean up” para a determinacao
de imazapyr, imazethapyr e imazaquin em solos com analise por HPLC-UV/Vis. Para isso,
uma série de combinacgdes de solventes, condi¢des de pH e adsorventes foram testados para
a extracdo em fase sdlida (SPE) desses herbicidas. O método de extracdo dos herbicidas IMls
em solos consistiu em pesar 10 g de solo, o qual foi fortificado na concentragéo de 1,0 pug g4,
seguido de homogeneizagéo por meio de agita¢éo no vortex por 1 min, e mantidos a 4 °C por

uma semana, antes da extracdo. Apoés, foram adicionados 40 mL de NaOH 0,5 mol L?,
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seguido de agitacdo por 1 h. Em seguida, foi realizada centrifugacéo a 5860 rpm por 10 min,
acidificagdo com HCI para pH 2,0 da solug&o do solo, e “clean-up” com cartuchos de SPE,
seguido de analise por HPLC-UV. Os valores de recuperag¢do mais altos dos herbicidas foram
obtidos com NaOH 0,5 mol L' como solucdo de extracdo, porém, a co-extracdo de acidos
humicos e flulvicos do solo gerou um pico mal resolvido no inicio do cromatograma. A
avaliacao de diferentes cartuchos de extracdo em fase solida mostrou que o cartucho C18 +
SCX permitiu a remocado de substéncias co-extraidas, resultando em altos niveis de
recuperacao (acima de 85,4%) dos herbicidas, com RSD < 8,2%. Limites de detecgao de 0,5
g mL foram obtidos para imazapyr, imazethapyr e imazaquin.

ASSALIN et al. (2014) utilizaram a Extracdo Assistida por Ultrassom para extracdo dos
herbicidas IMIs imazethapyr e imazapic em amostras de solo com determinacdo por LC-
MS/MS. Para extracdo dos herbicidas em amostras de solo foram pesados 5 g de amostra
em um tubo de extracdo e, em seguida, adicionados 10 mL de solucdo aquosa de &cido
fosforico e metanol (pH 2) na razdo de 9:1 (v/v). A mistura foi agitada por 1 min no vortex,
seguido de ultrassom por 10 min e centrifugacdo por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi
transferido para um tubo para evaporacdo a 53°C. Apés, o residuo foi redissolvido em 2 mL
de fase movel e filtrado para posterior injecdo de 10 puL no LC-MS/MS. O LOQ foi menor que
0,2 ug Kg?! para ambos os herbicidas com RSD menores que 16% e recuperacdes para as

amostras de solo entre 70 % e 120 %.

2.1.2. Métodos cromatogréficos para determinacao de residuos de agrotéxicos

2.1.2.1. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial

A Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (LC-MS/MS,
Liquid chromatography-tandem Mass Spectrometry) € uma das ferramentas analiticas mais
interessantes da atualidade para a determinacdo de compostos organicos. Os compostos
presentes em matrizes complexas, como amostras ambientais, fluidos biolégicos e alimentos
podem ser determinados livres de interferentes e com limites de deteccdo muito baixos,
atendendo as exigéncias da legislacdo vigente sem, muitas vezes, necessitar de
procedimentos de concentracdo [ARDREY, 2003]. Além disso, a LC-MS/MS permite um
aumento de seletividade e sensibilidade proporcionando o monitoramento de centenas de
compostos em uma unica analise. Esta técnica promove uma eliminacao de interferéncias de
background, e simultaneamente, a confirmacdo dos compostos € obtida com elevado grau de
certeza, devido ao espectro de massas muito caracteristico do ion produto. Este espectro é
especifico para cada composto e ndo possui influéncia dos ions interferentes da matriz, pois
s&o excluidos durante a sele¢do do ion [FERNANDEZ-ALBA, 2005].
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Além disso, o espectrémetro de massa permite o fornecimento da massa molar, informacéo
estrutural e andlise quantitativa exata do analito [SKOOG et al., 2008]. A Figura 2.2 apresenta
0s componentes basicos de um sistema LC-MS/MS.

Apesar do alto custo de aquisicdo e manutencdo destes equipamentos, além de analistas
treinados, eles apresentam uma série de vantagens, tais como, alta eficiéncia analitica, menor

tempo no desenvolvimento de métodos e elevada robustez [PRESTES et al., 2009].
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Figura 2.2. Componentes basicos de um sistema LC-MS/MS.

O acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas foi um processo
demorado devido a incompatibilidade entre as vazdes relativamente altas empregadas em
HPLC, que impossibilitava a transferéncia direta do eluente da coluna cromatogréfica para o
interior da fonte do espectrdmetro, que opera em condi¢des de alto vacuo [HARRIS, 2001;
FERNANDEZ-ALBA, 2005]. Mas apdés as deficiéncias com as interfaces terem sido
parcialmente superadas, a LC-MS vem sendo cada vez mais utilizada [ALDER et al., 2006].

A interface é um dispositivo colocado entre o LC e o0 MS com o0 objetivo de remover o
solvente e transferir a amostra para a fonte de ions. A principal interface utilizada na andlise
de compostos polares é baseada na lonizacdo a Pressdo Atmosférica (API, Atmospheric
Pressure lonization) e engloba a lonizagdo por Eletronebulizagdo (ESI, Electrospray
lonization) e a lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI, Atmospheric Pressure
Chemical lonization).

Na Figura 2.3 estd uma representagdo esquematica da ESI. Essa técnica se baseia na
formacao de um “spray” eletrostatico, a partir do qual sdo geradas pequenas gotas carregadas
e destas sao liberados os ions. Quando o potencial elétrico aplicado no capilar metalico (kV)
promove a migracao de cargas para a interface capilar/solucéo, formando uma dupla camada
elétrica, ocorre a formacao de gotas com superficies carregadas. A evaporacéo do solvente,
devido a acéo do gas nebulizador, normalmente nitrogénio, diminui o tamanho destas gotas
e, consequentemente, aumenta a repulsao eletrostatica entre as cargas formais que existem

em suas superficies. A tensdo superficial das gotas vai se tornando cada vez maior até ocorrer
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o fendbmeno de “explosdo coulbmbica” das mesmas, que resulta na formacdo de gotas
menores, com posterior liberacdo dos ions. Forma-se, assim, um “spray” de particulas
carregadas, ou seja, uma corrente eletrolitica. A medida que a densidade de carga aumenta
na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo aumenta provocando a
deformacéo da gota. A gota ganha a forma de um cone que é denominado de cone de Taylor
[MORAES et al., 2003].
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Figura 2.3. Interface do tipo electrospray utilizada para o acoplamento LC-MS [LANCAS,
2009].

Os ions formados no processo sdo conduzidos para o anteparo pelo campo elétrico
aplicado [LANCAS, 2009]. A gota permanece “presa”’ ao capilar até o momento em que a
densidade de carga na superficie da mesma e o aumento da repulsdo entre os ions vengam
a tensao superficial do liquido, ocorrendo a libera¢éo de pequenas gotas com alta densidade
de carga. Apos a liberagdo das gotas com alta densidade de carga do cone de Taylor, estas
passam pela regido entre a ponta do capilar e o contra eletrodo ocorrendo a dessolvatacao.
Durante o processo de dessolvatacdo, a densidade de carga aumenta até um ponto em que
as forcas de repulsdo vencam a tensado superficial e goticulas sao liberadas pela fissdo da
gota inicial [MORAES et al., 2003].

A ionizacéo por eletronebulizacdo tem sido extensivamente empregada para determinacao
de residuos de agrotéxicos em amostras ambientais como pode ser verificado por trabalhos
publicados na literatura [ASSALIN et al. 2014; PORFIRI et al. 2015]. No caso da determinacao
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de residuos dos herbicidas IMIs, imazethapyr e imazapic, em solos utiliza-se ESI-MS no modo
positivo.

Os modos de operacdo sdo as maneiras como o espectrébmetro de massas pode ser
programado para a aquisicdo de dados. No modo scan, o espectrdmetro de massas €
programado de forma a analisar todas as massas do seu espectro de operacdo ou dentro de
uma faixa determinada de m/z [VEKEY, 2001]. No modo SIM (do inglés, Single lon
Monitoring), apos a ionizacdo, o espectrometro de massas faz a separacdo de somente um
ion especifico, o0 que aumenta a sensibilidade, uma vez que os ions correspondentes ao ruido
s&o ejetados sem chegar ao detector [VEKEY, 2001]. J4 no modo de Monitoramento de
Reacdes Mudltiplas (MRM, do inglés Multiple Reactions Monitoring), dois ou mais ions séo
separados e fragmentados novamente (MS/MS), sendo extremamente (til quando a
separacdo cromatografica ndo € completa [VEKEY, 2001].

O modo MRM permite analisar multianalitos dentro de uma mesma andlise, uma vez que,
permite a identificacéo e separacao de cada transicdo monitorada [DEMOLINER, 2008]. Além
disso, operando neste modo aumenta a seletividade da espectrometria de massas para
determinados analitos e melhora a sensibilidade, diminuindo a resposta dos interferentes e
reduzindo o ruido de fundo [HARRIS, 2001].

Os analisadores de massas separam os ions de acordo com a relagéo existente entre suas
massas e cargas, ou seja, a razdo m/z. O LC-MS pode ser equipado com diversos
analisadores, cada um com propriedades caracteristicas para identificar, quantificar e resolver
ambiguidades pela selegdo de pardmetros adequados de ionizagdo e aquisicdo [ROSEN,
2007].

2.1.2.2.  Analisadores de Massas do Tipo Quadrupolo

Os analisadores de massas diferem entre si em relagdo as suas caracteristicas de
construgdo e operagdo, assim como seus beneficios e limitacdes. A escolha do mais
apropriado deve ser efetuada considerando a aplicagdo (por exemplo, faixa de massas
desejada), desempenho desejado (por exemplo, resolu¢édo) e custo [LANCAS, 2009]. Dentre
os analisadores de massas existentes destaca-se o sistema triplo quadrupolo (QqQ).

O quadrupolo linear é o analisador de massas mais popular devido a sua simplicidade,
baixa linearidade em analises quantitativas e facilidade de ser entendido e operado. A Figura
2.4 mostra um esquema de um analisador de massa do tipo quadrupolo.

O espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo (QqQ) é formado pela jungéo de trés
quadrupolos em sequéncia, dois analisadores quadrupolo que tem entre eles uma cela de
colisdo. No primeiro, o ion selecionado é separado da corrente de ions vinda da fonte de ions.

No segundo quadrupolo, este ion sofre nova fragmentacdo por colisdo por ions de N2 ou
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argoénio. O terceiro quadrupolo seleciona um dos ions formados para enviar ao detector
[HARRIS, 2001].

Figura 2.4. Esquema de um analisador de massa do tipo quadrupolo mostrando a trajetoria
dos ions em direcdo ao detector [LANCAS, 2009].

Um par de barras é mantido em um potencial elétrico positivo, enquanto o0 outro a um
potencial negativo. Uma combinacdo de corrente continua (DC) e radiofrequéncia (Rf) é
aplicada nas barras. O par positivo de barras atuard& como um filtro para massas mais
elevadas, enquanto que o par negativo agira para massas pequenas [LANCAS, 2009].

Os quadrupolos operam a uma resolucao constante, mantendo a razdo Rf/DC constante
e, a uma dada amplitude para as voltagens Rf e DC, somente 0s ions que apresentarem
determinada razdo m/z, a qual esteja em ressonancia com o campo aplicado, irdo passar
pelas barras do quadrupolo e serdo detectados. Enquanto que os demais ions que entrarem
no quadrupolo terdo suas trajetorias instaveis e, consequentemente, atingirdo as barras e
serdo eliminados pela bomba de vacuo [LANCAS, 2009].

A alta sensibilidade e seletividade estdo entre as principais vantagens ao empregar um
QgQ para andlise de agrotoxicos, particularmente, operando no modo MRM. Adicionalmente,
as andlises por MRM introduzem alta especificidade, uma vez que se baseiam na detec¢éo
do ion precursor e de um fragmento conhecido [ROSEN, 2007]. Considerando essas
vantagens, e a simplicidade relativa das analises realizadas no modo MRM, o uso do LC-
QgqQ-MS/MS tem sido mais comum na determinacdo de residuos de contaminantes em

analises ambientais e de alimentos.
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KUSTER et al. (2006) mostraram que aproximadamente 70% dos métodos revisados na
literatura estéo baseados nesta configuragdo: LC - MS/MS equipado com um analisador do

tipo QqQ operando no modo MRM por meio de interfaces de API.

2.1.2.3. Efeito Matriz em LC-MS/MS

O efeito matriz (ME, Matrix Effect) foi descrito pela primeira vez por TANG e KEBARLE
(1993), em andlise por LC, em que observaram a diminuicdo da resposta de uma base
organica em uma determinada matriz, empregando ESI como fonte de ioniza¢do, com o
aumento da concentracdo de outras bases organicas.

A presenca de efeito matriz na analise por LC-MS pode resultar em mudancas na eficiéncia
de ionizagao, uma vez que, pode ocorrer supressao ou aumento da ionizagéo [KRUVE et al.,
2008; PRESTES et al., 2009]. A interferéncia dos componentes da matriz ocorre & medida
gue eluem no mesmo tempo de retengao (tr) que o analito e, por isso, competem com este
durante o processo de ionizagdo. O mecanismo exato da supresséao idnica € desconhecido,
porém, causado pela presenca de substancias ndo-volateis ou pela competicdo entre um
analito e a co-eluicdo de um componente da matriz ndo monitorado [PRESTES et al., 2009].

O efeito matriz é dependente da natureza quimica do analito, pois, a eficiéncia de ionizacao
dos compostos polares é mais influenciada pela presenca de co-eluatos provenientes da
matriz quando comparada com compostos apolares. [PRESTES et al., 2009; HAJSLOVA et
al., 1998]. Parametros instrumentais, tais como, fonte de ionizacdo e vazdo da fase moavel,
também influenciam na extenséo do efeito matriz [KRUVE et al., 2008].

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

Ha relatos na literatura de diversos métodos para quantificar o efeito matriz para um
determinado composto, no intuito de eliminar ou reduzir este efeito em LC-MS, tais como,
modificagfes na etapa de extracdo e emprego de uma separagdo cromatografica adequada
[STUBER & REEMTSMA, 2004; KRUVE et al., 2008].

Portanto, a exata avaliacdo do efeito matriz pode evitar estimativas errbneas dos teores
dos analitos. E para reducao deste efeito € recomendavel o uso de curva analitica preparada
em extratos da matriz isenta de agrotéxicos [RIBANI et al., 2004; PRESTES et al., 2009].
Outra forma de reducdo do efeito matriz seria submeter os extratos a novos processos de

“clean-up”.
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2.1.3. Validacado de métodos cromatogréficos de andlise

A validacdo de um método analitico implica em informac@es confiaveis e interpretaveis com
relacdo a uma amostra [RIBANI et al.,, 2004]. Esse processo, visa garantir, por meio de
estudos experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicacBes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados [EURACHEM, 1998; ANVISA, 2003]. Os
parametros geralmente investigados sdo: curva analitica e linearidade, limite de deteccéo
(LOD), limite de quantificacdo (LOQ), preciséo (repetitividade e precisdo intermediaria) e
exatiddo [LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007].

2.1.3.1. Curva analitica e linearidade

A curva analitica é uma ferramenta de quantificacéo e corresponde ao modelo matematico

que estabelece uma relacdo entre a resposta instrumental (area / altura da banda
cromatogréfica) e a concentracao do analito [RIBANI et al., 2004].
O Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP) e a ANVISA sugerem que para a
curva analitica, um minimo de cinco concentra¢des do composto deve ser injetado em ordem
crescente de concentracdo, no minimo trés vezes cada, com estimativa do desvio padrédo
relativo (RSD) entre as injecdes inferior a 5% [BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004].

O preparo da curva analitica pode ser em solvente ou no extrato da matriz. A curva
preparada em solvente ndo considera o efeito matriz e a estimativa dos coeficientes da curva
ocorre a partir de um método matemético conhecido como regresséo linear descrita pela
equacdo y= ax + b, porém, s6 é valida em um determinado intervalo de massa ou
concentracao da espécie medida [RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2010].

A linearidade refere-se a capacidade de uma metodologia analitica em fornecer resultados
gque sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito nas amostras, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo [RIBANI et al., 2004]. Este parametro pode ser demonstrado
pelo coeficiente de determinacéo (r?) do gréafico analitico. J& o coeficiente de correlacéo (r)
permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo o coeficiente
de correlacdo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a
incerteza dos coeficientes de regresséo estimados. Um valor de r >0,999 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regresséo. A ANVISA recomenda um
r=0,99 e o INMETRO um r > 0,90 [RIBANI et al., 2004].

No entanto, apenas o valor do coeficiente de correlacdo ndo é suficiente para garantir a
adequacao do ajuste linear a curva de calibracdo. Para evitar problemas de falta de ajuste
durante a modelagem, faz-se necesséria a andlise do grafico dos residuos do sinal analitico
e a aplicacao de testes para determinar a faixa na qual a curva de calibracdo apresenta um

comportamento linear. Uma curva bem ajustada deverd apresentar erros com distribuicdo
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uniforme, média zero e variancia constante (homocedastidade), e auséncia de amostras
atipicas [Ribeiro et al., 2008].

O método de superposicao de matriz consiste na adi¢cdo do padréo do analito em diversas
concentracdes em uma matriz similar a da amostra, isenta da substancia, e construcdo da
curva analitica relacionando as areas obtidas com as concentracdes dos padrbes [RIBANI et
al., 2004]. Este método é usado para compensar o efeito matriz ou de possiveis interferentes
sendo muito importante em determinages quando a matriz pode interferir na pré-

concentracao, extracdo, separagdo ou deteccdo do analito de interesse [RIBANI et al., 2004].

2.1.3.2. Sensibilidade

A sensibilidade € um parédmetro que demonstra a variacdo da resposta em fung¢édo da
concentracdo do analito e pode ser expressa pela inclinagdo da curva analitica, sendo
determinada simultaneamente aos testes de linearidade. A sensibilidade depende da natureza
do analito e da escolha da técnica de detecgdo [INMETRO, 2010]. No caso de uma reta,

guanto maior for o &ngulo de inclinacédo da reta, mais sensivel serd o método [LANCAS, 2004].

2.1.3.3. Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacdo

O Limite de Deteccdo € a menor concentracdo do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada, sob as condicdes
experimentais estabelecidas [RIBANI et al., 2004]. Na prética, o LOD é determinado pela
menor concentracdo do analito que gera um sinal trés vezes maior que o sinal do ruido.

O Limite de Quantificacdo representa a menor concentracdo de uma substancia que pode
ser medida com confiabilidade, utilizando um determinado procedimento experimental
[RIBANI et al., 2004]. E também pode ser definido em relagéo ao ruido, sendo dez vezes maior
que o sinal do ruido.

O método mais utilizado para estimar o LOD e o LOQ em Cromatografia € o da relagéo
sinal/ruido e pode ser aplicado somente para processos analiticos que exibem linha de base.
Essa razéo sinal/ruido é determinada por meio da comparacao dos sinais medidos da amostra
com baixas concentragfes conhecidas do analito com as do branco, estabelecendo-se a
concentracdo minima na qual o analito pode ser detectado e quantificado. O LOD e o LOQ
S80 expressos como uma concentragao, sendo que a precisao e exatiddo também devem ser
consideradas [RIBANI et al., 2004].
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2.1.3.4. Exatidao (Recuperacao)

O grau de concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como
valor verdadeiro representa a exatiddo do método [INMETRO, 2010]. E normalmente
expressa em termos de porcentagem e aparece sempre associada a valores de precisdo
[EURACHEM, 1998]. A exatiddo € sempre considerada dentro de certos limites, que podem
ser estreitos em niveis de concentragdo elevados e mais amplos em niveis de tragos [RIBANI
et al., 2004].

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo: uso de
materiais de referéncia certificados, comparacdes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios
de recuperacao [ANVISA, 2003; INMETRO, 2010]. No caso de compostos organicos utiliza-
se, geralmente, este Ultimo procedimento.

A avaliacdo da recuperacdo é o método mais utilizado na validacdo de métodos
cromatograficos, e € a medida da eficiéncia do processo de isolamento do analito de interesse
da matriz na qual se encontra presente [LANCAS, 2004].

Dessa forma, para a avaliacdo da eficiéncia da recuperacdo pelo método de extracao
escolhido, as amostras “branco” séo fortificadas pela adicdo do composto de interesse na
faixa de concentracdo esperada para 0 mesmo, em pelo menos trés diferentes concentragdes,
ou seja, proximo ao limite de quantificagéo, préximo a concentragdo maxima permissivel e em
uma concentragdo proxima a média da faixa de uso do método. A limitagdo desse
procedimento é a de que o analito adicionado ndo estd necessariamente na mesma forma
gue se apresenta na amostra [INMETRO, 2010].

O intervalo aceitavel de recuperacao para a analise de residuos, geralmente, é entre 70 e
120%, com precisdo de até + 20% [SANCO, 2007]. Porém, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, este valor pode estar entre 50 e 120%, com precisdo de até + 15%
[RIBANI et al., 2004].

2.1.3.5. Precisao

A precisdo € um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos em uma mesma amostra, em amostras semelhantes ou em
padrées, nas mesmas condi¢cdes definidas no método de ensaio [RIBANI et al., 2004]. As
formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade, da precisdo intermediaria
e da reprodutibilidade, sendo que a precisdo avalia a proximidade entre varias medidas
efetuadas em uma mesma amostra [INMETRO, 2010]. A precisdo de um método analitico
pode ser expressa como o desvio padrao ou desvio padrao relativo (coeficiente de variacao)

de uma série de medidas [ANVISA, 2003]. No caso de métodos empregados em
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determinacgBes ao nivel de tracos ou impurezas, valores de RSD de até 20% sao aceitaveis,

dependendo da complexidade da amostra [RIBANI et al., 2004].

2.1.3.5.1. Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de um mesmo
composto em que se utiliza de mesmo procedimento de medigdo, mesmo analista, mesmo
equipamento utilizado sob as mesmas condi¢bes de analise, mesmo local e repeticbes do
ensaio em curto espaco de tempo. Para repetitividade, o INMETRO recomenda sete ou mais
repeticbes para o calculo da estimativa do desvio padrdo, enquanto que, a ANVISA
recomenda um minimo de nove determinacfes cobrindo o limite do procedimento, ou seja,
trés diferentes concentracdes e trés replicatas cada uma, ou a partir de um minimo de seis

determinagfes a uma concentracao similar ao valor esperado [RIBANI et al., 2004].

2.1.3.5.2. Precisao intermediaria

A precisao intermediaria, refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras
idénticas ou padrbes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo
exatamente quais as condi¢cbes a variar (uma ou mais), como por exemplo: diferentes
analistas, diferentes equipamentos, e diferentes dias de andlise [INMETRO, 2010]. A preciséo
intermediaria é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em
um udnico laboratério e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada. A validacéo da precisdo
intermediaria tem por objetivo verificar que no mesmo laboratério o0 método fornecera os
mesmos resultados. Esta medida de precisdo pode ser expressa através da estimativa do
desvio padrao relativo (RSD) [RIBANI et al., 2004].

2.1.3.5.3. Reprodutibilidade

O grau de concordancia entre os resultados das medicbes de uma mesma amostra,
efetuadas sob condi¢des variadas de andlise (mudanca de operador, local, equipamentos,
etc) representa a reprodutibilidade. E obtida, geralmente, através de estudo de colaboracdo
entre laboratorios [RIBANI et al., 2004]. A reprodutibilidade é considerada importante quando
um laboratorio busca a verificacdo do desempenho dos seus métodos em relacdo aos dados

de validacéo obtidos por meio de comparacao interlaboratorial [INMETRO, 2010].
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2.1.3.6. Robustez

A robustez mede a sensibilidade que um método analitico apresenta em relagdo a
pequenas variagfes [INMETRO, 2010]. O método pode ser considerado robusto quando ele
néo é afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus pardmetros. No caso de
um método cromatogréfico, a robustez é avaliada, por exemplo, pela variagdo de parametros
como a concentracdo do solvente orgéanico, pH e forca idnica da fase mével em HPLC,
programacdo da temperatura, natureza do gas de arraste em GC, bem como o tempo de
extracao, agitacdo, etc. As mudangas introduzidas refletem as alteragdes que podem ocorrer
quando um método é transferido para outros laboratorios, analistas ou equipamentos [RIBANI
et al., 2004].

2.2. Material e Métodos

Os estudos da persisténcia e da mobilidade dos herbicidas imazethapyr e imazapic nos
solos, Plintossolo Héaplico Distréfico (FX) e Latossolo Vermelho-Amarelo Distréfico (LVA),
foram realizados em casa de vegetacdo, no campus da Universidade Federal de Vicosa
(UFV). As amostras de solo deste estudo foram armazenadas em um freezer para posterior
andlise por método cromatogréfico. A extracdo dos herbicidas empregando o método
QUECHhERS foi realizada no laboratorio Herbicida no Solo da UFV e a quantificagcdo dos dois
herbicidas IMIs nas amostras de solo foi realizada no Nucleo de Analises de Biomoléculas da
UFV.

O desenvolvimento experimental consistiu na otimizacdo e validagdo do método
QUEChERS modificado para a extracdo dos herbicidas imazethapyr e imazapic nas amostras
de solo do estudo de meia-vida e lixiviacdo, e posterior quantificacdo destes herbicidas por
LC-MS/MS.

2.2.1. Instrumentacao

A instrumentacéo utilizada no desenvolvimento do método esté descrita a seguir: Agitador
vortex, balanca analitica de precisdo, banho de ultrassom, centrifuga, micropipetadores
automaticos com capacidade variavel, pHmetro equipado com eletrodo de vidro combinado,
sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore), sistema LC-MS/MS Agilent
Technologies 6430, amostrador automatico, bomba quaternaria, forno para coluna e sistema
de desgaseificacdo, coluna analitica (Eclipse Plus C18) (2,1 x 50 mm d.i.) e 1,8 um de

tamanho de particula (Agilent Technologies), detector Espectrémetro de Massa QqQ 6430
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com fonte ESI, sistema de aquisicdo de dados através do Software Mass Hunter B06.00,

sistema gerador de nitrogénio.

2.2.2. Reagentes, solventes e materiais utilizados

Os reagentes, solventes e materiais utilizados no desenvolvimento do trabalho foram:
Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich), Acetonitrila grau MS (Sigma-Aldrich), Acido formico
98% (Fluka), Acido cloridrico p.a. (Vetec), Agua destilada e agua deionizada, agua ultrapura,
purificada em sistema Milli-Q Direct UV3® (resistividade de 18,2 MQ cm), gas nitrogénio
analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS (White Martins),
gerador/compressor de nitrogénio (Peak), hidroxido de célcio (Baker), sulfato de magnésio
anidro (Sigma-Aldrich), cloreto de sodio p.a. (Vetec), cartuchos de Strata C18-E (100 mg /
3mL), tubos de polipropileno com tampas rosqueadas com capacidade de 50 mL, frascos de
vidro (vial) com capacidade de 2,0 mL, vidraria comum de laboratério, padrdes sélidos dos
herbicidas (Sigma-Aldrich).

2.2.3. Padroes analiticos dos herbicidas IMIs

Preparou-se individualmente, 25 mL de solu¢ao analitica estoque na concentracéo de 1000
mg L™ de cada herbicida considerando a pureza dos padrdes sélidos, conforme recomendado
na literatura [GARP, 1999]. A massa do padrdo sélido pesado foi dissolvida em acetonitrila
grau MS e as solugdes estoque foram armazenadas em frascos ambar a temperatura de 4
°C. Apds, foram preparadas solugBes analiticas individuais de ambos os herbicidas em
estudo, na concentragdo de 100 mg L, em acetonitrila. A partir destas solugdes, preparou-
se uma mistura contendo ambos os herbicidas na concentracdo 5 mg L. A partir desta
solucdo padrao, foram preparadas as solucdes analiticas de trabalho no extrato da matriz nas
concentracdes de 10,0; 40,0; 70,0; 100,0; 130,0; 160; 190 e 210,0 ug kg* para o estudo da

linearidade do método.

2.2.4. Otimizacdo do sistema cromatografico LC-MS/MS para determinacdo dos herbicidas
IMIs

No presente trabalho, a otimizagdo do método QUEChERS modificado foi realizada
empregando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecc¢éo por Arranjo de Diodos
(HPLC-DAD). No entanto, devido a presenca de interferentes provenientes da matriz do solo
e aos baixos limites de deteccado requeridos para analise de herbicidas IMIs em solo, optou-
se por utilizar a técnica Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas sequencial (UPLC-MS/MS), para a etapa de validacao, pois esta apresenta maior

sensibilidade e seletividade em relacdo aos detectores convencionais.
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O uso do MS/MS permite detectar individualmente os compostos, hdo separados pela
técnica cromatografica utilizada, através do modo de aquisicdo MRM, se apresentarem
diferentes massas molares e gerarem diferentes espectros de massas. Assim, o LC-MS/MS
possibilita a obtencdo de uma grande quantidade de informacéo estrutural acerca do
composto de interesse, 0 que assegura sua identificacdo com maior exatiddo do que quando
ela é feita apenas com base nas caracteristicas de retencao dos compostos analisados, como
ocorre nas outras técnicas de detecgdo cromatogréficas [CHIARADIA et al., 2008].
Adicionalmente, o uso do LC-MS/MS possibilita eliminar interferéncias espectrais e o
problema de co-eluicdo de substéncias encontradas, sendo o detector de massas uma
ferramenta analitica essencial para andlise e confirmacdo dos analitos de interesse em niveis
de tracos.

No entanto, a separacdo cromatografica é importante para assegurar a eficiéncia da
ionizacdo dos compostos, aumentando a sensibilidade dos fragmentos selecionados, além
das condi¢cBes otimizadas para a fragmentacdo dos compostos que devem se apresentar
adequadas a vazao de fase mdvel empregada. A seguir, segue a otimizacdo dos principais
parametros do sistema cromatografico LC-MS/MS para a determinacdo dos herbicidas

imazethapyr e imazapic.

2.2.4.1. Escolha da composicao da fase movel e da vazao

A escolha da fase movel foi realizada a partir de informagdes obtidas por meio de reviséo
bibliografica dos herbicidas IMIs imazethapyr e imazapic para andlise por LC, particularmente,
guando acoplada ao sistema MS/MS. Neste trabalho, a fase mével empregada foi agua
ultrapura (solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambas acidificadas com 100 mmol L* de
acido férmico.

Para otimizar o tempo de andlise e garantir a separacdo adequada dos herbicidas
imazethapyr e imazapic foi necessério empregar um gradiente de eluicdo conforme descrito
na Tabela 2.1, visando uma eficiente eluicdo destes herbicidas em um menor tempo possivel
de andlise.

A vazao da fase mavel foi selecionada de acordo com a separacéo e sensibilidade dos
compostos, sendo escolhida a vazdo de 0,2 mL min. A Tabela 2.1 apresenta as condi¢des
empregadas no sistema cromatografico LC-MS/MS para determinacdo dos herbicidas

imazethapyr e imazapic.
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Tabela 2.1. Condi¢Bes empregadas no sistema cromatogréafico LC-MS/MS.

Parametros Condic¢oes utilizadas
Coluna analitica Eclipse Plus C18 (2,1 x 50 mm d.i., 1,8 pum)
Fase movel Agua ultrapura e acetonitrila, ambas acidificadas com

100 mmol L de acido formico

Gradiente de eluicéo 60% A e 40% B de 0 a 5 min; sendo mudado para
20% A e 80% B de 5 a 7 min; e voltando a proporcao
inicial 60% A e 40% B de 7 a 8 minutos

Vazao 0,2 mL min?
Volume de injecdo 10 pL
Detector Espectrémetro de massas, do tipo Triplo Quadrupolo,

operando no modo MS/MS

% A: Agua ultrapura acidificada com 100 mmol L de acido férmico
% B: Acetonitrila acidificada com 100 mmol L* de acido formico

2.2.4.2.  Acidificacdo da fase moével

O uso de acidos organicos, mais volateis, é indicado no caso do LC-MS/MS, para evitar
gue ocorra cristalizagdo na interface do sistema. Além disso, a fase movel quando acidificada
influencia na fragmentagc&o dos compostos a serem determinados melhorando a eficiéncia da
ionizacdo [KUSTER et al., 2006].

A fase estacionaria C18 é a mais utilizada em LC, em fase reversa, e devido as
caracteristicas polares da maioria dos agrotoxicos analisados por esta técnica, foi necessario
0 ajuste do pH da fase movel para que ocorresse uma melhor interacdo dos herbicidas
imazethapyr e imazapic com a fase estacionaria da coluna cromatografica. O herbicida com
caracteristicas acidas se ioniza, fica menos hidrofébico, e sua retencdo diminui. Neste
trabalho, ambas as fases, aquosa (agua Milli-Q) e organica (ACN), foram acidificadas com

100 mmol L de acido formico.

2.2.4.3. CondicBes do sistema de deteccao

Para otimizar as condi¢Ges do espectrometro de massas foram feitas infus@es, ou seja,
injecdes diretas no detector, para tal foi utilizada solugdo 100 pug L* de cada herbicida
individualmente. A partir das infusdes escolhe-se o modo de ioniza¢&o da fonte, voltagem do
capilar, energias de colisdo para fragmentar o ion precursor e gerar ions produtos,
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temperatura da fonte, temperatura e pressado do gas de dessolvatacao, e pressao do gas de
secagem. Apoés a escolha destas condigBes foram selecionados 0s ions a serem monitorados
para qualificacdo e quantificacdo dos compostos estudados. Na analise dos herbicidas

Imazethapyr e imazapic foi utilizado ESI no modo positivo.

2.2.5. Otimizacdo do método QUEChERS modificado para extra¢éo dos herbicidas IMIs em

amostras de solo

A complexidade da matriz solo e os baixos niveis de concentracdo em que os herbicidas
IMIs sdo encontrados, torna o preparo de amostra uma importante etapa de analise para a
obtencdo de resultados confiaveis. Neste trabalho, foi utilizado o método QUEChERS com
modificacBes em relacdo ao proposto por ANASTASSIADES et al. (2003). As modificacdes
do método relativas aos tipos de sais e quantidade destes utilizada na etapa de particéo, e a
escolha do sorvente para a etapa de “clean up” de modo a obter uma recuperacéo dentro dos
limites aceitdveis para os herbicidas imazethapyr e imazapic nas amostras de solo, foram
realizadas baseadas em estudos da literatura [Martins, 2010].

A otimizacdo do método QUEChERS foi realizada utilizando as amostras dos solos Latossolo
Vermelho Amarelo Distréfico (LVA) e o Plintossolo Héplico Distréfico (FX), coletadas no
Estado de Tocantins, e isentas dos herbicidas de interesse. As amostras de solo foram
fortificadas (5,0 mg kg?), em triplicata, e submetidas a extragdo pelo método QUEChERS
modificado e andlise por HPLC/DAD. As eficiéncias de extragdo obtidas para cada solo foram
comparadas através da ANOVA com post-hoc teste de Tukey e foram estatisticamente iguais

ao nivel de 95% de confianca.

2.25.1. Amostras de solo usadas na etapa de validagéo

ApoOs otimizagcdo do método QUEChERS, o solo Plintossolo Haplico Distrofico (FX) foi
escolhido para a etapa de validacdo do método. As amostras, denominadas “amostras
branco”, utilizadas neste estudo ndo devem apresentar nenhum residuo de qualquer dos
herbicidas em estudo, para assim serem utilizadas para as fortificagbes na validacdo do
método.

No intuito de confirmar a auséncia dos herbicidas imazethapyr e imazapic nas amostras de
solo, realizou-se o processo de extracdo e “clean-up” das mesmas e, posteriormente, foram

eluidas em cartuchos C18-E antes da injecao dos extratos no sistema LC-MS/MS.
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2.2.6. Validacdo do método QUEChERS modificado empregando LC-MS/MS para andlise

dos herbicidas imazethapyr e imazapic em solo

2.2.6.1. Curva analitica e linearidade

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada a partir das solugbes contendo os
herbicidas em estudo, preparadas conforme descrito no item 2.2.3, no extrato da matriz, nas
concentracgdes de 10,0; 40,0; 70,0; 100,0; 130,0; 160; 190 e 210,0 ug kg* para imazethapyr e
imazapic, em triplicata. As curvas analiticas no extrato da matriz foram injetadas trés vezes
no LC-MS/MS.

2.2.6.2. Limite de deteccdo e limite de quantificacédo

Os limites de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados pela razéo entre a
estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear e a inclinacdo da curva analitica. O valor
resultante foi multiplicado por 3,3 para obter o LOD e por 10 para obter o LOQ [HOLLER et
al., 2009].

Os limites do instrumento e do método foram obtidos pela injecdo de solucbes analiticas
em diferentes concentracdes preparadas em acetonitrila na faixa de 0,25 a 2,5 ug L e no

extrato da matriz na faixa de 3,0 a 30 ug kg, respectivamente.

2.2.6.3. Avaliacdo da exatiddo do método

Para avaliar a exatiddo do método (recuperacgédo), foram realizadas seis fortificagbes das
amostras “branco” em trés niveis diferentes de concentracdo, 10; 100 e 210 pg kg?l,
totalizando 18 analises.

Inicialmente, para o procedimento de extracdo dos herbicidas IMIs dos solos pelo método
QUEChERS maodificado, pesou-se 5,0 + 0,1 g de solo homogéneo diretamente em tubos de
polipropileno, com tampa rosqueada (capacidade 50 mL). Em seguida, efetuou-se a
fortificacdo do solo com solu¢gdes da mistura dos herbicidas, imazethapyr e imazapic, nas
concentracdes de 10; 100 e 210 pg kg? utilizando micropipetadores automaticos. Apds a
fortificacdo, os solos foram homogeneizados por meio de agitacdo em vortex por 1 min e
mantidos a 4°C por 24 h antes da extracdo. Segundo PINTO et al. (2010), faz-se necessario
certo tempo de contato entre a amostra e 0s analitos para que ocorra a evaporacao do
solvente e a maior interacdo entre 0s compostos e a matriz. Apos esse periodo, adicionou-se,
com auxilio de uma pipeta automatica, 20 mL de solucéo saturada de hidréxido de calcio (pH
12,0) em cada tubo, seguido de agitacdo em vortex por 1 min. Apés, adicionou-se 10 mL de

acetonitrila em cada tubo, seguido de agitacdo em vortex por 1 min. Para a etapa de particéo,
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acrescentou-se 4,0 g de sulfato de magnésio anidro e 3,0 g de cloreto de sédio em cada tubo
e, logo em seguida, agitacdo em vortex por 1 min para a completa interacdo entre o extrato e
os sais. Apos esta etapa, procedeu-se o ajuste do pH do extrato para 3,0, através da adigé&o
de 390 pL de solucdo aquosa de &cido cloridrico 6 mol L, seguido de agitacdo manual por
30 s e centrifugacdo a 3200 rpm durante 10 min. Para a etapa de “clean-up”, transferiu-se
diretamente 2 mL de extrato para outro tubo de polipropileno (capacidade de 50 mL), ja
contendo 250 mg de sulfato de magnésio anidro, sendo novamente agitados em vortex por 1
min, seguido de centrifugacdo. O sobrenadante foi levado para um “speed vac” para a
evaporagdo do solvente, e posteriormente, foi redissolvido com 1 mL de &gua Milli Q no
ultrassom, seguido de eluicdo em cartuchos de Strata C-18-E, previamente condicionado de
acordo com protocolo de limpeza de amostra para estes cartuchos. Apos, foi realizada
passagem de 1 mL de ACN pelo cartucho, seguido de transferéncia para um vial com
capacidade para 2 mL para analise no LC-MS/MS. As Figuras 2.5 e 2.6 destacam todas as

etapas do método de extracdo (QUEChERS modificado).
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5 g de solo

Fortificacdo em 3 niveis (10; 100; 210 ug kg 1
para ambos os herbicidas)

Amostra "Branco"

20 mL hidréxido de célcio

Agitacéo no vortex por 1 min

10 mL de ACN

Agitacao no vortex por 1 min

4,0 g de sulfato de magnésio

3,0 g de cloreto de sédio

Agitacao no vortex por 1 min

Ajuste do pH 3,0 (HCI6 mol L 1)

Agitacdo manual por 30 s e
centrifugacdo a 3200 rpm por
10 min

2 mL do extrato sobrenadante

250 mg de sulfato de magnésio

Agitacao no vortex por 1 min
e centrifugacdo a 3200 rpm
por 10 min

Analise por LC-MS/MS

Figura 2.5. Representacdo esquematica do método QUEChERS maodificado utilizado na

determinag&o de imazethapyr e imazapic em solo.
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(A) (B)
(© (D)
(E) (F)

Figura 2.6. Algumas etapas da extracdo e “clean up” do método QUEChERS modificado (A)
tubo de polipropileno com amostra de solo (B) tubos contendo amostra de solo, solugéo de
Ca(OH)2, ACN, e os sais MgSO. e NaCl da etapa de particdo (C) extrato apos centrifugacao
(D) tubos contendo MgSO.4 para a etapa de “clean-up” (E) evaporacdo dos extratos até a

secura no “speed vac” (F) eluicdo do extrato no cartucho C18-E.

2.2.6.4. Preciséo (repetitividade e preciséo intermediaria)

A precisao pode ser avaliada por meio do RSD% que € calculado utilizando a equacgéo a
seguir [RIBANI et al., 2004; GARP, 1999].
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RSD (%) = ﬁx 100 (3)

onde:

s = estimativa de desvio padrédo absoluto = {Z(Xi — Xm)%/ N- 1}*?2
x; = valores individuais;

Xm = média das medidas em replicatas;

N = nimero de medidas;

A precisao foi expressa em termos de repetitividade (RSD,) e de precisao intermediaria
(RSDy). Para determinar a repetitividade, as amostras foram fortificadas em trés
concentracdes com seis repeticdes cada (10; 100 e 210 ug kg?). Para determinar a precisdo
intermediaria, as amostras foram fortificadas em trés concentracbes com seis repeticbes cada
(10; 100 e 210 pg kg?) e em trés dias ndo consecutivos. Nas andlises no sistema LC-MS/MS,
para cada amostra efetuou-se trés inje¢cBes de cada concentragdo das solugdes analiticas

preparadas no extrato da matriz. Os resultados foram expressos pelo RSD%.

2.2.7. Estudos da persisténcia e da mobilidade dos herbicidas imazethapyr e imazapic em

solos

Para avaliar a persisténcia e a mobilidade dos herbicidas IMIs, experimentos foram
realizados em casa de vegetacdo, no Campus da UFV, e para cada tipo de solo avaliado:
Plintossolo Haplico Distréfico (FX) e Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA), provenientes do
Estado de Tocantins (TO). As amostras de solo foram coletadas em areas sem histérico da
aplicacdo de herbicidas na profundidade de 0 a 20 cm e peneiradas em malhas de 4 mm.

Os experimentos do estudo da persisténcia foram conduzidos no delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os tratamentos foram dispostos em
esquema de parcela subdividida, sendo que nas parcelas foram avaliados os herbicidas
imazethapyr e imazapic, isolados e em mistura comercial, € nas subparcelas, as 11 épocas
de semeadura da espécie bioindicadora (1, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 e 150 dias
apls o tratamento), além de uma testemunha sem aplicacdo. As unidades experimentais
deste estudo foram constituidas por vasos de plasticos com capacidade de 0,33 dm3,
preenchidos com os solos. Apds o preparo dos vasos, foram aplicados na sua superficie o
imazethapyr e imazapic, isolados e em mistura comercial, nas doses de 75 e 25 g ha?,
respectivamente. Utilizou-se um pulverizador pressurizado a CO, comprimido, equipado com
barra com dois bicos TT11002, espacados de 0,50 m, mantidos a presséo de 25 Ib pol?, com
volume de calda de 150 L ha™.

Para avaliar a mobilidade dos herbicidas IMIs imazethapyr e imazapic nos solos avaliados,

foram preparadas colunas de PVC de 10 cm de didametro por 50 cm de comprimento,
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preenchidas com os solos correspondentes a cada experimento. As colunas foram
previamente preparadas e parafinadas no seu interior, para evitar o escorrimento lateral da
agua. Todas as colunas foram marcadas e seccionadas a cada 5 cm de distancia, com tampa
lateral removivel. Apds o seu preenchimento com as amostras de solo, estas foram saturadas
com 4gua, para eliminar as bolhas de ar presas nos poros. A saturacdo foi alcancada
colocando-se a coluna dentro de um recipiente (caixa-d’agua) com até 80% da altura desta,
por um periodo de 48 horas. Posteriormente, as colunas foram deixadas na posigédo vertical,
vedando-se a parte superior com papel-aluminio. Depois disso, foram deixadas em repouso
por 72 horas, para drenar 0 excesso de agua. Os experimentos de lixiviacdo dos herbicidas
IMIs nos solos FX e LVA foram realizados no delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes. Os tratamentos foram dispostos em esquema de parcela subdividida. As
parcelas foram constituidas dos herbicidas avaliados (imazethapyr e imazapic, isolados e em
mistura comercial), e as subparcelas, pelas profundidades do solo (0-5, 5-10, 10-15, 15-20,
20-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45 e 45-50 cm), mais uma testemunha sem aplicacdo de
herbicidas.

O imazethapyr e imazapic, isolados e em mistura comercial, foram aplicados no topo das
colunas, nas doses de 75 e 25 g hal, respectivamente. Para isso, utilizou-se um pulverizador
pressurizado a CO; comprimido, equipado com barra com dois bicos TT11002, espacados de
0,50 m, mantidos em presséo de 25 Ib pol?, com volume de calda de 150 L ha. Doze horas
apos as aplicacdes dos tratamentos, com as colunas ainda na posicéao vertical, foi realizada a
simulacdo da chuva, com aplicacdo de uma lamina de 80 mm com intensidade variada, em
funcéo do tipo de solo: Plintossolo Haplico Distrofico (3,5 h) e Latossolo Vermelho-Amarelo
(3,0 h). Para afericdo da precipitacdo pluvial, foram instalados pluvibmetros acoplados as
paredes laterais das colunas. As colunas permaneceram por 72 horas na posigéo vertical,
sendo em seguida colocadas na posicao horizontal. A umidade dos solos nas colunas durante
a realizacdo desses experimentos, foi mantida por meio de irrigacdes diarias, mantendo-se o

solo proximo a capacidade de campo.

2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Condicdes do sistema LC-MS/MS

As melhores condi¢Bes de fragmentacdo dos ions monitorados foram: fonte de ionizacdo
a pressao atmosférica (API) com eletronebulizacdo no modo positivo (ESI+). A temperatura
do gas de dessolvatacéo (N.) foi 300 °C, a pressdo do gas de dessolvatagédo foi 35 psi e a

voltagem da agulha foi 4000 V.
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A fonte de ionizacdo a pressao atmosférica foi empregada com interface por ESI, devido a
polaridade dos herbicidas, sendo esta interface a mais indicada para compostos neutros ou
polares, que podem ser protonados ou desprotonados em condicbes apropriadas de pH
[ARDREY, 2003]. Na ESI, ocorre a producdo de ions do composto na fase liquida, a
transformacéo destes em ions gasosos que, em seguida, sdo introduzidos no espectrometro
de massas [FERNANDEZ-ALBA, 2005].

Na Tabela 2.2 estdo descritas as informacdes referentes a analise dos herbicidas
imazethapyr e imazapic por LC-MS/MS utilizando o modo de ionizag&o ESI (+) e no modo de
aquisicdo MRM: os ions precursores e ions produtos, a energia de colisdo para as duas

transicbes monitoradas e o tempo de retencdo dos herbicidas.

Tabela 2.2. Herbicidas IMIs analisados por LC-MS/MS, modo de ionizacdo ESI (+) e modo de
aquisicdo MRM, ions precursores e ions produtos, e energia de colisdo para as duas

transicbes monitoradas.

12 Transicdo 22 Transicao
(quantificacéo) (confirmacgéo)
fon fon Energia de  lon fon Energia de
Herbicidas t_R Precursor Produto  Colisdo Precursor Produto Coliséo
(mir) (m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z) (eV)
Imazethapyr 1,3 290 245 19 290 248 17
Imazapic 11 276 231 18 276 234 17

Scan Time: 1,0 s

Para cada herbicida foram selecionadas duas transicdes caracteristicas, como
apresentado na Tabela 2.2, vantagem fornecida por um analisador de massas sequencial,
LC-MS/MS. A transicdo mais intensa (mais estavel) foi utilizada para a quantificacdo dos
herbicidas e a segunda transicdo mais intensa para a confirmacdo dos mesmos.

A Figura 2.7 apresenta cromatogramas obtidos no modo ESI (+) para uma solugdo analitica
na matriz contendo ambos os herbicidas, imazethapyr e imazapic, enquanto que, a Figura 2.8
apresenta os espectros no modo MRM, onde foram monitorados os ions utilizados para a
gquantificacdo e confirmacdo destes herbicidas, nas condigdes selecionadas para o sistema

LC-MS/MS.
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Figura 2.7. Cromatogramas obtidos por LC-MS/MS (ESI+) no modo MRM para uma solucéo
analitica na matriz do solo contendo 95 pg L de imazethapyr tr = 1,3 min e de imazapic, tr=

1,1 min.

A deteccdo de herbicidas em misturas ou em amostras mais complexas, pode ser um
problema para a LC, quando a resolu¢cdo dos cromatogramas ndo esta adequada, com
detectores tradicionais como, por exemplo, detector UV ou até mesmo detector DAD, os quais
ndo sado especificos o suficiente quando as diferencas espectrais sdo peqguenas, como nho
caso do imazethapyr e imazapic, prejudicando a quantificacdo. Entretanto, o emprego de LC-
MS/MS pode contornar estes problemas de separacdo cromatogréfica, pois, o detector de
massas sequencial operando no modo MRM monitora as transicbes de cada composto
permitindo obter a resposta individual destes sem interferéncia sendo altamente seletivo para
os analitos da mistura [FERNANDEZ-ALBA, 2005; PICO et al., 2004]. Esta seletividade pode
ser observada neste estudo na Figura 2.7, na qual se observa que os herbicidas imazethapyr

e imazapic foram identificados mesmo com tempos de retenc&do muito préximos.
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Figura 2.8. Espectros MS/MS dos herbicidas (A) imazethapyr e (B) imazapic em amostra de

solo no modo MRM.

2.3.2. Validacdo do Método QUEChERS modificado empregando LC-MS/MS

Todas as amostras foram preparadas no extrato do solo uma vez que héa efeito de matriz
utilizando este método para os herbicidas imazethapyr e imazapic. Sendo assim, a validacéo
do método QUEChERS modificado para estes herbicidas, foi realizada segundo os parametros
descritos a seguir.

2.3.2.1. Curva analitica e linearidade

A Tabela 2.3 apresenta as equacdes das curvas analiticas no extrato da matriz, os

coeficientes de determinacéo (r?) e o intervalo linear para o imazethapyr e o imazapic.
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Tabela 2.3. Pardmetros das curvas analiticas e faixa linear do imazethapyr e do imazapic no

extrato da matriz, empregando QUEChERS modificado com andlise por LC-MS/MS.

Herbicida s Equacéo da reta r? Faixa linear
y=ax+b (MgL™)
Imazethapyr y =78,569 x - 225,74 0,9923 5-105
Imazapic y = 75,492 x - 53,052 0,9989 5-105

Observando-se os coeficientes angulares (a) das equacdes das retas no extrato da matriz,
verifica-se que os herbicidas IMIs apresentam sensibilidade semelhante quando analisados
por LC-MS/MS. A partir dos resultados das equacdes das retas obtidas, pode-se concluir que
o modelo linear é bastante adequado j& que r?> >0,9923 para as curvas analiticas preparadas
no extrato da matriz, o que é satisfatério segundo a literatura [ANVISA, 2003; INMETRO,
2010].

2.3.2.2. Determinagéo dos valores de limite de deteccéo e de quantificacdo do instrumento e
do método

Os valores de LOD e LOQ foram obtidos por meio da relacdo sinal/ruido como
apresentados no item 2.1.3.3. Na Tabela 2.4 estéo listados os valores de LOD e de LOQ do

instrumento e do método para os herbicidas imazethapyr e imazapic.

Tabela 2.4. Valores de LOD e LOQ do instrumento e do método.

Herbicida s Limites do instrumento Limites do método
(MgL™ (ug kg ™)
LOD LOQ LOD LOQ
Imazethapyr 0,59 1,80 2,18 6,61
Imazapic 0,81 2,47 2,03 6,14

O método QUEChERS modificado utilizado na extracdo dos herbicidas imazethapyr e
imazapic alcancou baixos limites de deteccéo (LOD = 2,03 e 2,18 ug kg?) e baixos limites de
guantificacéo (LOQ = 6,14 e 6,61 ug kg?). Estes valores de LOD e LOQ sé&o considerados
satisfatérios de acordo com o método validado, considerando a complexidade da matriz
analisada.

A Figura 2.9 apresenta as curvas analiticas obtidas para os herbicidas imazethapyr e
imazapic no extrato da matriz utilizando o método QUEChERS modificado com analise por
LC-MS/MS.
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Figura 2.9. Curvas analiticas dos herbicidas imazethapyr e imazapic na faixa de concentragéo

de 10,0 a 210,0 pg kg* usando o método QUEChERS modificado.

Para verificar se o0 ajuste linear foi adequado a curva analitica, plotou-se o grafico de

residuos (Figura 2.10). A andlise do grafico dos residuos permite detectar problemas no ajuste

da curva como, por exemplo, desvios da linearidade, presenca de amostras atipicas,

heterocedasticidade e dependéncia entre os erros [Ribeiro et al., 2008].
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Figura 2.10. Dispersdo dos residuos da regressdo da resposta analitica em funcdo da

concentracdo de imazethapyr e imazapic na faixa de 10,0 a 210,0 ug kg™.

Como pode ser observado na Figura 2.10, os residuos se distribuiram bem ao longo dos

valores das concentracdes sem seguir nenhuma tendéncia. De acordo com Ribeiro et al.
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(2008), esse comportamento se refere a residuos que sdo adequados por apresentar

homocedasticidade e estarem normalmente distribuidos.

2.3.2.3. Ensaios de fortificagdo para avaliagcdo da exatiddo do método

As Tabelas 2.5 e 2.6 apresentam os valores de recuperacéo obtidos para as fortificacoes,
em diferentes niveis de concentragdo, para os herbicidas imazethapyr e imazapic em
amostras de solo, utilizando o procedimento descrito no item 2.2.6.3.

Os valores de recuperagéo foram calculados utilizando-se as curvas analiticas preparadas

nos extratos da matriz, de acordo com o método de extragéo utilizado.

2.3.2.4. Preciséo (repetitividade e precisdo intermediaria)

A precisdo do método empregando QUEChERS maodificado foi avaliada em funcéo da
repetitividade e da precisdo intermediaria, estimadas de acordo com as recomendacfes da
ANVISA conforme descrito no item 2.2.6.4. Os valores RSD; e RSD,; estdo apresentados
juntamente aos resultados de recuperacdo nas Tabelas 2.5 e 2.6, respectivamente.

A recuperacdo depende da matriz da amostra, do procedimento de extracdo e da
concentracdo do analito [GONCALVES, 2007]. No presente trabalho, seguiu-se a
recomendacao de validagdo de métodos cromatograficos, na qual as recuperacdes devem
estar entre 70 e 120% [RIBANI et al.,, 2004; SANCO, 2007]. Dessa maneira, todos os
resultados obtidos apresentaram-se dentro desse intervalo e, portanto, o método esti de

acordo com os parametros cromatogréficos sugeridos.

Tabela 2.5. Percentuais de recuperacdo e RSD;, para a repetitividade do método

Herbicida s Nivel de fortificacéo Recuperacéo RSD:
(Mg kg ™) (%) (%)
Imazethapyr 10 116,60 12,89
100 85,02 16,59
210 97,45 11,65
Imazapic 10 107,88 6,77
100 96,65 11,71
210 104,08 6,74

* n= 6 (6 extracOes x 3 injecdes de cada extrato)
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Tabela 2.6. Percentuais de recuperacao e RSDy; para a precisdo intermediaria do método.

Herbicida s Nivel de fortificacéo Recuperacao RSDyi
(L9 kg ™) (%) (%)

Imazethapyr 10 108,54 11,83
100 96,61 11,92

210 98,21 6,83

Imazapic 10 94,73 7,58
100 99,71 11,49

210 102,91 5,95

*n= 6 (6 extragOes x 3 injecOes de cada extrato)

Os valores de RSD; para o estudo da repetitividade dos herbicidas imazethapyr e imazapic
em amostras de solo ficaram entre 6,74 e 16,59 % e de RSD,; para a precisao intermediaria
ficaram entre 5,95 e 11,92 %.

Para matrizes ambientais e de alimentos, a precisédo pode variar entre 2% e acima de 20%
[HUBER, 2001]. Para a validacdo de métodos cromatogréficos, na faixa de concentragéo
avaliada nesse trabalho, recomenda-se RSD < 20% (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2007).
Portanto, todos os resultados obtidos no estudo para o imazethapyr e imazapic estdo dentro
dos limites sugeridos.

O método QUEChERS, otimizado e validado, foi aplicado na andlise de amostras dos solos
Plintossolo Haplico Distréfico e Latossolo Vermelho-Amarelo Distréfico, provenientes do
estudo de meia-vida e de lixiviagdo dos herbicidas imazethapyr e imazapic conforme descrito

no item 2.2.7.

2.3.3. Aplicacdo do método QUEChERS modificado

2.3.3.1. Persisténcia do imazethapyr e do imazapic em solos

Uma das maneiras de se avaliar a persisténcia de herbicidas no meio ambiente € pela
determinacdo do tempo de meia-vida (ti). Este é definido como o tempo necessério para o
herbicida sofrer degradacado até a metade de sua concentracao inicial.

O estudo do tempo de meia-vida é importante para a comparacdo da persisténcia relativa
de diferentes herbicidas no ambiente e, por sua vez, para o entendimento do potencial de
impacto destes no solo e na agua.

No presente trabalho, a meia-vida foi avaliada para o imazethapyr e o imazapic nas
amostras dos solos Plintossolo Haplico Distréfico e Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico.
Para isso, foram utilizadas as amostras coletadas referente aos periodos de 0, 30, 60, 90 e
150 dias ap6s a aplicacdo do herbicida (dose 25 g ha de imazapic e 75 g ha'* de imazethapyr),

as quais foram submetidas ao método QUEChERS maodificado e andlise por LC-MS/MS. As

64



equacdes de regressao (modelo “Four Parameter Logistic Curve”), os respectivos coeficientes
de determinacéo (r?) e os valores de meia-vida estéo apresentados na Tabela 2.7. E na Tabela
2.8, os valores das concentragdes do imazethapyr e do imazapic em pg kg encontrados em

amostras de solos no estudo da meia-vida.

Tabela 2.7. Equacgbes de regressdo, coeficientes de determinacdo (r?) e meia-vida dos
herbicidas imazethapyr e imazapic nas amostras dos solos Plintossolo Haplico Distrofico (FX)

e Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico (LVA) para os diferentes dias de coleta.

Herbicidas Solos Equacéo r? tue
(dias)
FX ~ 25,6215t+(89,9190 25,6215) 0,99 29,13
Y= X -4,3021
1+
(29,1332}
Imazethapyr
LVA ~ 16,075% (77,975816,0751) 0,96 69,11
Y= X 1,5435
1+
(69,112)
FX ~ 13,5350+ (36,5783 13,5350) 0,99 29,41
Y= X ~4,2918
1+
(29,4129)
Imazapic
LVA % 15,1921 (33,674115,1921) 1,00 35,53

-3,8705
142X
(35,5287}
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Tabela 2.8. Valores das concentragdes dos herbicidas imazethapyr e imazapic em ug kg nas

amostras dos solos Plintossolo Haplico Distréfico (FX) e Latossolo Vermelho Amarelo

Distréfico (LVA) nos diferentes dias de coleta.

Concentracdes dos herbicidas (ug kg

Imazethapyr Imazapic
T(ET;E)O FX LVA FX LVA
0 89,92 £ 9,28 78,38 £4,71 36,58 £+ 4,86 33,67 +£1,89
30 55,74 £ 2,84 62,48 £ 6,94 24,56 £ 1,09 27,36 £ 2,47
60 28,47 + 3,63 55,64 + 3,05 14,71 +1,51 17,33+4,15
90 25,74 + 4,46 35,81 + 5,67 13,18 + 1,60 15,73+ 2,41
150 26,27 £0,87 30,27 £2,94 13,96 £ 0,32 15,23+ 1,44

As Figuras 2.11 e 2.12 mostram os graficos do estudo da meia-vida do imazethapyr e

imazapic nos solos Plintossolo Haplico Distrofico e Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico.
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Figura 2.11. Estimativa da meia-vida do imazethapyr nos solos Plintossolo Haplico Distrofico

(FX) e Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico (LVA).
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Figura 2.12. Estimativa da meia-vida do imazapic nos solos Plintossolo Haplico Distréfico (FX)

e Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico (LVA).

A classificacdo de um herbicida quanto a persisténcia varia de acordo com a legislacéo de
cada pais. Pelos valores obtidos neste estudo da meia-vida de imazethapyr e imazapic,
considera-se como moderadamente persistentes (22 — 60 dias) ambos os herbicidas para o
solo FX (29,13 — 29,41) e apenas o imazapic para o solo LVA (35,53 dias); como muito
persistente (> 60 dias), de acordo com a classificacdo adotada pela Inglaterra, apenas o
imazethapyr para o solo LVA (69,11 dias) nas diferentes condi¢cfes avaliadas. Ja em relacéo
a classificacdo adotada no Brasil pelo IBAMA, o imazapic e 0 imazethapyr sédo classificados
como medianamente persistentes (entre 30 e 180 dias) [JUNIOR E REGITANO, 2009, SILVA
et al., 2007].

Em geral, os herbicidas IMIs sdo relativamente persistentes em solos com meia-vida na
faixa de 30 a 150 dias podendo apresentar efeito de “carryover” em culturas subsequentes
[RAMEZANI et al., 2009]. No entanto, alguns trabalhos da literatura relataram persisténcia
variavel de alguns dos herbicidas deste grupo no solo, com meia-vida de 30 a 45 dias [WANG
et al., 2005] a 436 dias [COFFMAN et al., 1993] para imazapyr, e 112 dias para o imazethapyr
em solos, 1337 dias para imazaquin e 11 dias para imazamox [AICHELE & PENNER, 2005]
e de 31 a 410 dias para o imazapic [SYRACUSE ENVIRONMENTAL RESEARCH
ASSOCIATES, 2001].

A baixa sorcéo verificada para imazethapyr e imazapic no Cap.1 deste trabalho, e o fato

de serem herbicidas medianamente persistentes nos solos avaliados, indica que estes
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herbicidas conferem riscos de contaminacao de reservatorios de aguas subterraneas além de
contaminagéo do solo afetando culturas em sucesséo.

2.3.3.2. Mobilidade do imazethapyr e do imazapic em solos

Para avaliacdo da mobilidade do imazethapyr e do imazapic nos solos FX e LVA foram
utilizadas amostras de solo coletadas ao longo da coluna de solo, e seccionadas em intervalos
de 5 cm, até a profundidade de 30 cm. Essas amostras foram submetidas, posteriormente, a
extragdo dos herbicidas pelo método QUEChERS modificado e quantificagdo por LC-MS/MS.
Amostras de cada segmento foram preparadas em triplicata.

A Tabela 2.9 mostra as concentracdes obtidas para os herbicidas imazethapyr e imazapic
em cada profundidade dos solos avaliados. Ambos os herbicidas se concentram na faixa de
profundidade de 5-20 cm. Além disso, os herbicidas foram identificados em profundidades
altas, em até 25 cm para o solo FX (em concentracdo < LOQ no caso do imazapic), e até 30
cm no caso do LVA (em concentracdo < LOQ no caso do imazapic). Foi realizado a andlise
das amostras de solos FX e LVA em profundidade acima 30 cm, e ndo foi detectada a

presenca de imazethapyr e imazapic nas mesmas.

Tabela 2.9. Concentracdo média de imazethapyr e imazapic em amostras de solo coletadas

em diferentes profundidades.

Concentracdes dos herbicidas (ug kg 1)

_ Imazethapyr Imazapic
meu(ré?r']‘;ade FX LVA FX LVA

0-5 32,74+1,70 32,13+£1,85 13,70 £ 0,64 24,22 + 3,95
5-10 22,45 £ 2,33 37,51+£1,10 10,49 £ 0,94 16,99 + 2,01
10-15 26,62 +1,71 38,54 + 5,91 11,94 £ 0,40 24,41 + 3,38
15-20 21,27 + 3,07 26,28 + 2,20 11,86 £ 1,13 14,00 + 0,73
20-25 7,05+1,61 10,54 £ 3,14 <LOQ 6,32 £ 0,46
25-30 10,40 +1,18 <LOQ

diferentes profundidades nos solos FX e LVA.

As Figuras 2.13 e 2.14 mostram a lixiviagdo dos herbicidas imazethapyr e imazapic em
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Figura 2.13. Lixiviagdo do imazethapyr em diferentes profundidades nos solos Plintossolo

Haplico Distréfico (FX) e Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico (LVA).
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Figura 2.14. Lixiviacdo do imazapic em diferentes profundidades nos solos Plintossolo

Haplico Distrofico (FX) e Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico (LVA).
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MARTINI et al. (2011), avaliando o efeito do manejo de irrigacdo do arroz sobre a lixiviacao,
verificaram que a mistura comercial contendo imazethapyr e imazapic (Only®), se concentra
na camada de 5-20 cm de profundidade em solo de vérzea, indicando ser passivel de
movimentac¢do ao longo do perfil do solo. J& NETO (2014), a partir de ensaios biologicos,
verificou que tanto o Only® quanto o imazethapyr atingem a profundidade de 25 cm, e que o
imazapic concentra-se na camada de 5-15 cm de profundidade. Além disso, foi observada a
intoxicacdo de plantas bioindicadoras na profundidade de 25-30 cm nestas condi¢des, o que
sugere que o uso da mistura comercial em areas de cultivo do arroz Clearfield® esta sujeito a
contaminacgdo de 4guas subterraneas, e que 0 imazethapyr presente na mistura, em maior
dose, pode ser encontrado em maiores profundidades, quando comparado ao imazapic.

No presente trabalho, a lixiviagdo do imazethapyr em maiores profundidades também foi
observada para ambos os solos avaliados FX e LVA (Tabela 2.9). Este carreamento de
moléculas de herbicidas até maiores profundidades no perfil do solo pode aumentar o efeito
da persisténcia, em funcéo da menor atividade microbiana, sendo esta considerada a principal
via de degradacédo da maioria dos herbicidas (DAS et al., 2003).

Além da alta mobilidade de imazethapyr e de imazapic nos dois solos avaliados, verificou-
se que ocorre uma distribuicdo heterogénea de ambos os herbicidas ao longo do perfil dos
solos que pode ser observada também pelas porcentagens encontradas destes herbicidas em

cada profundidade descritas na Tabela 2.10.

Tabela 2.10. Avaliacdo da porcentagem do imazethapyr e do imazapic em cada profundidade
das amostras dos solos Plintossolo Haplico Distréfico (FX) e Latossolo Vermelho Amarelo
Distréfico (LVA).

Herbicidas (%)

Profundidade Imazethapyr Imazapic

(cm) FX LVA FX LVA
0-5 29,85 20,68 25,79 26,41
5-10 20,47 24,14 19,75 18,52
10-15 24,27 24,81 22,48 26,60
15-20 19,40 16,90 22,34 15,27
20-25 6,02 6,79 9,64 6,89
25-30 6,69 6,30

O célculo das porcentagens dos herbicidas imazethapyr e imazapic em cada profundidade
foi realizado considerando a massa total de cada herbicida no solo com a massa do herbicida
encontrada em cada profundidade do solo. Para obter a massa total de herbicida no solo, a
concentracao de cada herbicida, e em cada profundidade, foi relacionada com a massa total

de solo na coluna.
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Os resultados obtidos no estudo da mobilidade de imazethapyr e imazapic condizem com
a baixa sorcéo verificada para estes herbicidas nos solos avaliados (FX e LVA) conforme
descrito na Tabela 1.4. Essa relagéo inversa entre sorcao e lixiviacao também foi observada
por NETO (2014).

A partir dos valores descritos de ti» na Tabela 2.7 e de Kroc na Tabela 1.4 calculou-se
também o indice de GUS (Groundwater Ubiquity Score), para avaliar o potencial de lixiviagdo

do imazethapyr e do imazapic nos solos avaliados, cuja equagao esta descrita abaixo:

GUS =logty/, (4 —logksoc) 4)

Os valores do indice de GUS obtidos para os herbicidas ficaram entre 3,54 e 3,64 para o
imazapic e entre 3,37 e 4,60 para o imazethapyr. De acordo com o critério desse indice para
os valores encontrados, estes herbicidas sdo considerados como lixividveis em ambos o0s
solos FX e LVA.

2.4. Conclusao

O método QUEChERS otimizado e validado mostrou-se seletivo, eficiente, preciso e exato
podendo ser aplicado para a determinacdo de imazethapyr e imazapic em amostras de solo
e, assim, obter informacdes referentes a persisténcia pelo tempo de meia-vida, e o potencial
de lixiviacdo destes herbicidas IMIs. Os resultados do estudo de meia-vida mostraram que
estes sdo medianamente persistentes sendo que tanto o imazethapyr quanto o imazapic
apresentaram maior persisténcia no solo LVA. J4 os estudos de mobilidade indicaram a
presenca destes herbicidas nos solos LVA e FX em profundidades altas, e concentrados na
faixa de 5-20 cm, com menor lixiviagdo observada para o imazapic nos solos avaliados. Os
resultados obtidos no estudo, condizem com a baixa sorgéo verificada para estes compostos
nos solos avaliados. Dessa forma, em condicbes de chuvas ou irrigacdes intensas, uma
lixiviac&o significativa pode ocorrer destes herbicidas no perfil do solo. Consequentemente,
pode afetar tanto a atividade do herbicida, com relagdo ao controle de plantas daninhas,
guanto sua persisténcia no solo e no ambiente, além de seu potencial de contaminacéo de

mananciais aquaticos subterraneos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os estudos de sorcéo, dessorgao, meia-vida e potencial de lixiviagdo do imazethapyr e do
imazapic permitiram avaliar o comportamento desses herbicidas imidazolinonas em diferentes
tipos de solos, muito utilizados em cultivos de arroz e soja.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que para a recomendacdo segura de
uso dos herbicidas imazethapyr e imazapic em culturas agricolas, faz-se necessario que, no
momento de sua aplicagdo, sejam consideradas tanto as caracteristicas fisico-quimicas
destes herbicidas quanto a dos solos, uma vez que, podem afetar 0 meio ambiente se nao
forem consideradas. Entre estes resultados, a fraca sor¢cdo dos herbicidas IMIs e a alta
mobilidade destes no perfil dos solos avaliados implica em riscos de contaminagéo de aguas
subterraneas. Adicionalmente, os resultados do estudo de meia-vida indicam que estes
herbicidas sdo medianamente persistentes nos solos avaliados, o que pode inviabilizar o uso
destes solos para culturas em sucesséo.

Além disso, considerando os resultados satisfatorios obtidos no estudo de meia-vida e do
potencial de lixiviacdo dos herbicidas imazethapyr e imazapic nos solos avaliados, utilizando
0 método QUEChERS modificado desenvolvido e validado empregando LC-MS/MS, tais
como, alta sensibilidade e seletividade, altas porcentagens de recuperacao dentro dos limites
aceitaveis, além de baixos LOD e LOQ, para ambos os herbicidas imazethapyr e imazapic em
amostras de solos, a aplicabilidade deste método para outros solos com caracteristicas fisico-
quimicas distintas pode contribuir para obter informagbes importantes, tais como, a
persisténcia e a mobilidade destes herbicidas imidazolinonas e, assim, evitar a contaminagéao

do solo e de &guas subterraneas.
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