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RESUMO

PAULA, Rodrigo Tavares, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, julho de 2007.
Mobilidade de atrazine e ametryn em Latossolo Vermelho-Amarelo.
Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-Orientadores: Anténio

Augusto Neves e Antdnio Alberto da Silva.

Avaliou-se neste trabalho a mobilidade de atrazine e ametryn no perfil de
um Latossolo Vermelho-Amarelo por um periodo de 90 dias. Sistemas de
percolacdo foram construidos utilizando-se colunas de lixiviagdo de 15 cm de
altura preenchidas com solo. A cada dez dias, ap0s a aplicacdo dos herbicidas no
topo das colunas, foi aplicada uma chuva e o atrazine e o ametryn foram
guantificados em trés profundidades, 0 a 5, 5 a 10 e 10 a 15 cm e também na
agua que percolou as colunas. Para a quantificacdo dos herbicidas, a técnica de
extracdo solido-liquido com particio em baixa temperatura (ESL-PBT) foi
otimizada e validada. Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia
gasosa com deteccao por ionizagdo em chama. Observou-se que tanto o atrazine
guanto o ametryn foram detectados em maior concentracdo na primeira camada
de solo. Na segunda camada o ametryn foi detectado em concentracdes inferiores

a 9% da quantidade total aplicada enquanto que o atrazine apresentou
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concentracbes superiores ao limite de quantificacdo até 70 dias apds sua
aplicacao nesta profundidade. Na terceira camada de solo, o atrazine foi detectado
aos 10, 20 e 30 dias apds a sua aplicacdo em quantidades inferiores a 3 % da
quantidade aplicada e o ametryn foi detectado em concentracdes inferiores a 5 %
até 50 dias, reaparecendo apos 80 dias. Na agua percolada, tanto o atrazine
guanto o ametryn foram detectados entre 6 e 9 % da quantidade aplicada no
tempo de 0 e 10 dias de experimento. Essa quantidade decresceu até aos 50 dias
de experimento. ApGs esse periodo, a quantidade de atrazine e de ametryn na
agua percolada foi inferior ao limite de quantificacdo e apenas no 90° dia o
ametryn foi quantificado em 1,6 % do total aplicado. Ambos os herbicidas foram
sensiveis a fotodegradacéo, todavia o ametryn apresentou maior estabilidade que
0 atrazine sendo mais persistente no solo. Concluiu-se que, tanto o atrazine
guanto o ametryn, podem alcancar aguas subterrdneas, sendo maior o potencial

do ametryn pois possui maior meia-vida no solo.



ABSTRACT

PAULA, Rodrigo Tavares, M.Sc., Federal University of Vicosa, July of 2007.
Mobility of atrazine and ametryn in red yellow latosoil. Adviser: Maria
Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-Adviser: Antonio Augusto Neves and

Antdnio Alberto da Silva.

This work presents a study of the mobility of atrazine and ametryn herbicides
on red yellow latosoil during a period of 90 days. Percolating systems using soil
leaching columns with 15 cm long were developed. Every ten days, a rain event
was simulated on the percolating columns and atrazine and ametryn were
quantified on three depths, 0 to 5, 5to 10 and 10 to 15 cm and also in water which
percolated the columns. For the herbicide quantification, the solid-liquid extraction
technique with low temperature partition (SLE-LTP) was optimized and validated.
The obtained extracts were analyzed by gas chromatography with flame ionization
detection. It was observed that during the experiment, atrazine and ametryn were
detected predominantly on the first soil layer. However, ametryn was detected on
the second layer at concentrations inferior to 9 % of the applied amount, whereas
atrazine presented concentrations superior to the limit of quantification up to 70
days of its application on this depth. On the third soil layer, atrazine was detected
at 10, 20 and 30 days after its application, in amounts inferior to 3 % of the applied

amount and ametryn was detected on concentrations inferior to 5 % up to 50 days,



and reappeared 80 days after. In percolated water, atrazine and ametryn were
detected within 6 and 9 % of the applied amount on 0 and 10™ days of experiment.
This amount was diminishing until 50" day of experiment. After this period, the
amount of atrazine and ametryn in the percolated water was inferior to the limit of
quantification and only on 90" day the ametryn was quantified in 1,6 % of the
applied amount. It was observed that the triazines on studied were sensible to the
photodegradation and ametryn presented higher stability than the atrazine, being
more persistent on soil. So, it can be concluded that the two herbicides present
potential mobility to reach underground water being more potential ametryn

because it has more half life in the soil.

Xi



Introducédo

1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a agricultura mundial cresceu em produtividade e area
cultivada, acompanhada pelo uso intenso de agrotoxicos. A utlizacdo de
agrotoxicos constitui-se numa pratica necessaria nas culturas para reduzir o
trabalho, melhorar a produtividade e a qualidade dos produtos. Entretanto, o uso
inadequado, sem critérios e a falta de conhecimento detalhado de suas acdes e
efeitos, podem acarretar reducdo da qualidade do produto colhido, assim como a
contaminacao do solo, aguas superficiais e subterraneas.

Dentre os agrotoxicos empregados na agricultura e pecuaria, os herbicidas
sdo os mais utilizados. O grupo das triazinas é responsavel por 30 % da producéo
mundial de herbicidas sendo utilizados no controle em pré e p6s-emergéncia das
plantas daninhas em plantagcdes de cana-de-acucar, milho, soja, trigo, feijao,
laranja entre outros (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005).

O emprego de controle quimico de plantas daninhas é responsavel por
grande parte da contaminacdo dos solos e aguas, pois somente cerca de 0,1 %
dos pesticidas utilizados no campo atingem o alvo especifico, enquanto que o
restante da aplicacdo tem potencial para se mover no ambiente (UETA et al.,
2001).

Ao atingir o solo, os pesticidas podem ser transportados para outros locais
e sofrer processos degradativos, o qual pode ocorrer rapidamente ou demorar
meses ou anos para compostos altamente persistentes. As moléculas de algumas
triazinas como por exemplo 0 ametryn e o atrazine apresentam propriedades
fisico-quimicas que Ihes conferem elevada persisténcia no ambiente. Esta

persisténcia pode ser influenciada pela baixa taxa de mineralizacéo,
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especialmente no caso do ametryn, da dinamica do fluxo hidrico e pelos atributos
do solo como pH, carbono organico e atividade microbiana (PRATA et al., 2001).

Os herbicidas séo aplicados diretamente no solo e, dependendo de suas
caracteristicas como também das caracteristicas do solo, podem ser lixiviados
alcancando o lencol freatico. Por possuirem elevada persisténcia no ambiente,
alguns herbicidas derivados das triazinas podem provocar a contaminagcdo de
lagos, rios e fontes de agua subterrdnea. Esta Ultima constitui uma das maiores
preocupacdes atualmente, visto que os métodos habituais de tratamento da agua
normalmente ndo sdo capazes de retirar 0s residuos desses compostos.

A mobilidade dos agrotéxicos no solo pode ser estimada utilizando-se
valores de sorcao e de meia-vida dos compostos no solo (VIVIAN et al., 2007 b) e
também utilizando-se coluna de solo ou deslocamento miscivel (FARIA, 2003;
PRATA, 2002).

Neste trabalho, avaliou-se a mobilidade do atrazine e do ametryn no solo,

empregando colunas de percolacdo e técnicas cromatogréficas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O aumento da populagcdo mundial, mesmo com as enormes diferencas
sociais, tem induzido o crescimento da demanda por alimentos de qualidade.
Assim, tem-se observado nos dltimos anos, uma expansdo das fronteiras
agricolas e o aumento da utilizacdo de insumos. Para uma maior produtibilidade,
na agricultura moderna, uma grande quantidade de insumos é utilizada. Dentre os
principais, pode-se destacar os inseticidas, acaricidas, fertilizantes e herbicidas. A
utilizacdo destes insumos tem a finalidade de garantir elevada produtividade
controlando as pragas e melhorando a fertilidade dos solos.

Pela quantidade elevada de agrotdxicos usados, algumas culturas merecem
atencao, ndo somente pela aplicacéo intensiva de agrotoxicos por unidade de area
cultivada, mas também por essas culturas ocuparem extensas areas. No Brasil,
por exemplo, a area ocupada pelas culturas de soja, milho e cana-de-acicar em
2006 foram respectivamente 22; 12,6 e 6,2 milhdes de hectares. Essas culturas
apresentam-se como fontes potenciais de contaminacao pelo uso de agrotoxicos
em grandes areas (IBGE, 2007).

A produtividade da cana-de-acgucar é diretamente influenciada, entre outros
fatores, pelas plantas daninhas, as quais, além de dificultarem o corte e a colheita,
fazem com que o rendimento industrial decresca, em funcdo da interferéncia que
exercem sobre o desenvolvimento da cultura. Essas perdas podem ser evitadas
com o controle quimico das plantas daninhas, que € o método mais utilizado
(PITELLI, 1985).

Na cultura do milho, as perdas ocasionadas em fun¢cdo da interferéncia
imposta pelas plantas daninhas tém sido descritas como sendo da ordem de 13%,

sendo que, em casos onde ndo tenha sido feito nenhum controle, essa reducéo
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pode chegar a 85 % (SPADOTTO et al., 2004). De modo geral o controle das
plantas daninhas nas culturas mais importantes normalmente €& feita com
herbicidas, sendo os derivados das triazinas muito utilizados. O herbicida mais
utiizado nas décadas passadas foi o atrazine, atualmente o ametryn tem sido
muito utilizado devido a expansdo do cultivo de cana-de-acucar. O atrazine tem
alta persisténcia no solo, hidrdlise lenta, alta sor¢do pela matéria orgéanica e argila,
possui baixa pressdo de vapor, alto potencial de escoamento e solubilidade
moderada em agua (UETA et al., 2001), podendo ser encontrado no ambiente um
ano apos sua aplicacdo. Em funcédo dessas caracteristicas o atrazine pode tornar-
se um contaminante potencial de aquiferos.

O ametryn ainda é pouco estudado em solos brasileiros, que sdo em sua
maioria Latossolos muito intemperizados com alto teor de caulinita, 6xidos de
ferro, oxidos de aluminio e com pH geralmente baixo. No entanto, acredita-se que
esse herbicida em funcdo de suas caracteristicas fisico-quimicas também seja
contaminante das aguas superficiais e subterraneas (CABRAL et al., 2003; VIVIAN
et al., 2007).

Quanto ao atrazine, este foi comercializado pela primeira vez na década de
50. Devido ao seu intenso uso por muitos anos, este herbicida é o mais detectado
em monitoramento de aguas subterr@neas em diversas regides do mundo
(SPADOTTO, 2004). Varios estudos relatam que o atrazine, assim como seus
produtos de degradacéo, estdo entre os agroquimicos mais detectados em lencois
freaticos nos EUA. Este fato gerou, inclusive, a obrigatoriedade da referéncia
acerca do potencial que esse herbicida possui de contaminacdo das aguas
subterraneas em rétulos de embalagens comercias nos EUA. O crescente numero
de relatos de contaminacdo de mananciais hidricos superficiais acima do limite de
potabilidade levou a reducdo da dose maxima estabelecida na Franca de 3 para
1,5 kg ha™* e & proibicdo de seu uso na Alemanha desde 1991. Os EUA tem sua
utilizacéo controlada, sendo proibida em algumas areas (SPADOTTO, 2004).

O monitoramento de poc¢os artesianos norte-americanos mostrou que 4 %
de um total de 15.000 pog¢os estavam contaminados com atrazine e que algumas

regibes mostravam elevados indices de contaminagdo. No caso das &guas
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superficiais ndo é diferente. Por exemplo, na década de 90 foi estimado que o Rio
Mississipi carreia anualmente, cerca de 160 toneladas de atrazine, 71 toneladas
de simazine, 56 toneladas de metolachlor e 18 toneladas de alachlor para o Golfo
do México (PEREIRA e HOSTETTLER, 1993).

No Brasil, Ludovice et al. (2003) mostrou em estudos de escoamento
superficial que o atrazine pode ser detectado em aguas superficiais e também
subterraneas, em concentracées preocupantes. E que em solos arenosos pode
sofrer lixiviagao relativamente rapida, atingindo profundidades consideraveis. Além
disso, apresenta baixo potencial de bioacumulacdo e moderadas adsorcdo e
mobilidade em solo.

Inimeros outros trabalhos cientificos tém relatado a presenca de ametryn
ou atrazine e seus produtos de degradacdo em aguas superficiais e subterraneas
em concentracdes capazes de causar danos ao meio ambiente e a saude do
Homem (WAUCHOPE, 1978; ZHANG et al, 1997; UETA et al., 2001).

Armas e outros pesquisadores (2005) calcularam para uma série de
agrotoxicos utilizados em cana-de-aglcar na sub-bacia do Rio Corumbatai-SP
indices de particionamento, como o “Groundwater Ubiquity Score — GUS” e o
“Leaching Index — LEACH”. O indice GUS para o ametryn e atrazine foi de 5,9 e
4,4, respectivamente. Este indice avalia a lixiviabilidade de moléculas e a
possibilidade de encontra-las em &guas subterraneas e o LEACH descreve a
mobilidade e o potencial de poluicdo de aguas subterraneas e superficiais. Foi
observado que tanto o ametryn quanto o atrazine sdo potenciais poluidores das

aguas subterraneas.
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2.1. Caracteristicas dos herbicidas

Em 1952 J. R. Geigy iniciou na Suica pesquisas com derivados de triazinas,
obtendo herbicidas com seletividade para algumas espécies cultivadas. As
propriedades herbicidas desses compostos quimicos foram registradas em 1955
e, desde entdo, as triazinas foram sintetizadas e introduzidas no mercado.
(RODRIGUES e ALMEIDA, 2005)

Quimicamente, as triazinas sédo derivados nitrogenados heterociclicos com
estrutura do anel contendo atomos de diferentes tipos. No caso de ametryn e
atrazine o anel € composto de atomos de nitrogénio e carbono. A maioria das
triazinas sao simétricas (s-triazinas), ou seja, possui atomos de nitrogénio e
carbono alternados no anel (ARCHANGELO, 2003).

2.1.1. Atrazine

O atrazine (Figura 1), também um constituinte do grupo das s-triazinas
possui 0 nome quimico de 6-chloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina.
Apresenta-se como um sélido cristalino branco possui férmula molecular
CsH14CINs, massa molar 215,7 g/mol, densidade 1,187 g/cm3 a 20 °C, pressao de
vapor 2,89 x 10" mmHg a 25 °C, ponto de fusdo entre 175 e 177 °C, temperatura
de ebulicdo de 200 °C, pK, de 1,70, coeficiente de particdo octanol agua (Kow) de
481 e a solubilidade em &gua é de 33 mg L™ a 27 °C ( EXTOXNET, 2006 b),
sendo comercializada em diferentes marcas comerciais (SILVA e SILVA, 2007). O
atrazine é absorvido mais facilmente pelas raizes da planta daninha e é
transportado exclusivamente via xilema para a parte aérea (RODRIGUES e
ALMEIDA, 2005).
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Figura 1. Férmula estrutural do atrazine

Este herbicida possui alguns produtos de degradagdo como o
deethylatrazine (DEA), deisopropylatrazine (DIA), deethyldeisopropylatrazine
(DEDIA) e hydroxyatrazine (HA). Os trés primeiros sdo formados na
biodegradacgéo do atrazine. Deethylatrazine é o metabdlito em maior concentracao
e é tao toxico quanto o herbicida de origem, porém deisopropylatrazine é 3 ou 4
vezes menos toxico. O Hydroxyatrazine € formado por outras reacdes quimicas no
solo, especialmente em altas concentracfes de &cidos fulvicos e em pH menor
que 6. Esse metabdlito € praticamente insolivel em &gua, ndo toxico enquanto
que 0s outros sdo mais solUveis em agua que o atrazine (ABATE et al., 2004).

O atrazine tem sido classificado como um possivel agente cancerigeno em
humanos e estd sendo banido da Europa. A Unido Européia estabelece uma
concentracdo méaxima de 0,1 mg L™ de pesticidas individuais em aguas utilizadas
para o consumo humano. A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana considera
a toxicidade de cada agrotoxico e estabelece diferentes limites para cada (PINTO
e JARDIM, 2000). No Brasil, o limite de atrazine para aguas destinadas ao
consumo humano é de 2 ppb (ANVISA, 2006c).

A aplicacdo deste herbicida pode ser efetuada em pré e pdés-emergéncia
das plantas daninhas nas culturas de abacaxi, cana-de-acucar, milho, pinus,
seringueira, sisal e sorgo (ANVISA, 2006 b). Para uso em pds-emergéncia, este
deve ser aplicado em planta daninha recém emergida adicionando-se a calda 6leo
mineral (SILVA e SILVA, 2007).

As doses deste agrotdxico recomendadas para uso em pré-emergéncia

dependem das caracteristicas fisico-quimicas do solo, sendo mais elevadas para
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solos mais ricos em matéria organica. O atrazine é pouco lixiviavel em solos com
teores médios e altos de argila ou matéria organica, ndo sendo encontrado em
solos cultivaveis em profundidades maiores que 30 cm. Em climas tropicais e
subtropicais, 0 atrazine apresenta persisténcia média no solo de cinco a sete
meses (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005). A meia-vida do atrazine é, geralmente,
de 20 a 100 dias, entretanto, existem alguns casos em que a meia-vida pode
exceder trezentos dias, dependendo do ambiente (VAZ,1994).

O processo de sorcdo estd entre os mais importantes fatores que
influenciam a mobilidade dos agrotdéxicos no solo, além de ter efeito sobre a
lixiviacdo, volatilizacdo e decomposicdo microbiana entre outros. Weber (1970)
observou que a sor¢cdao aumenta com a diminuicdo do pH, alcancando valores
maximos préximos ao valor do pK,. O atrazine protonado (Figura 2) possui uma
forte caracteristica de adsorcdo, o que ndo € observado na molécula neutra
(McBRIDE, 1994). Quando protonado o atrazine encontra-se mais susceptivel a

interacdo com os coloides do solo.

HyC _NH__N__Cl

|
N.___N

HN_ _CHs

g

CHs

Figura 2. Molécula de atrazine protonada

Estudos sobre a sor¢cdo de atrazine em solos revelam a dependéncia do
processo com a temperatura, pH, matéria organica total e fracionada, minerais de
argila e capacidade de troca de cations (VAZ,1994). Além disso, essa molécula é
sensivel a fotodecomposicdo, entretanto sua degradacdo no solo é
essencialmente microbiana. Existem basicamente trés caminhos para a
degradacdo de s-triazinas: hidrdlise do carbono na posicdo 2 do anel;

N-dealquilacdo de cadeias laterais e clivagem do anel. O processo de degradacao
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ocorrendo por N-dealquilacdo microbiana dard origem aos metabdlitos
deethylatrazine (DEA), deisopropylatrazine (DIA) e deethyldeisopropylatrazine
(DEDIA) e a hidrélise quimica resulta na formagédo do metabdlito hydroxyatrazine
(HA). Os metabdlitos DEA e DIA podem sofrer hidroxilagdo e o HA N-dealquilacéo,
resultando, neste caso, nos metabdlitos deethylhydroxyatrazine (DEHA) e
deisopropylhydroxyatrazine (DIHA) (PEIXOTO, 1998).

2.1.2. Ametryn

O ametryn € um produto que apresenta translocacéo em plantas via xilema
podendo ser aplicado em pré e pos-emergéncia das plantas infestantes nas
culturas de abacaxi, algoddo, banana, café, cana-de-acucar, citros, mandioca,
milho e uva (ANVISA, 2006 a). O ametryn € geralmente absorvido pelas raizes e
também pelas folhas das plantas daninhas jovens e atua inibindo o fotosistema II.

Na Figura 3 estd representada a estrutura do ametryn, N-etil-N’-(1-
metiletil)-6-metiltio-1,3,5-triazina-2,4-diamina, da familia das s-triazinas, o qual
apresenta um anel de seis membros com nitrogénios localizados nas posicoes 1, 3
e 5. Possui formula molecular de CgH17NsS, massa molar de 227,3 g/mol, ponto de
fusdo entre 84 e 85 °C, temperatura de ebulicio em 337 °C, pressdo de vapor
8,4 x 107" mm Hg, pKa de 4,1, Kow 427 e a solubilidade em agua de 185 mg L™
(EXTOXNET, 2006 a). E comercializado no Brasil em varias marcas comerciais
(RODRIGUES e ALMEIDA, 2005).

HsC _NH__N__S—CHy

|
N

_N
HN_ _CHs

T

CHs

Figura 3. Formula estrutural do ametryn
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O ametryn é classificado na classe toxicologica Il ou de baixa toxicidade
(ANVISA, 2006 a). Altas doses em contato com humanos podem causar nausea,
vomito, diarréia, fraqueza muscular e irritar moderadamente os olhos, a pele e o
trato respiratorio. Sua dose letal (DLsg) € de 508 mg kg™ para ratos, a
concentracéo letal (CLsp) para ratos que inalam ametryn por quatro horas é maior
que 2,2 mg L* no ar e a DLso para o contato cutaneo é de 3100 mg kg™. Para
peixes ndo € muito toxico, sendo, no entanto, altamente toxico para crustaceos e
moluscos (EXTOXNET, 2006 a).

A concentracdo do ametryn utilizada no campo pode chegar até 4,0 kg ha™
do principio ativo (EMBRAPA, 2006). Este herbicida possui meia-vida variavel
dependendo das condi¢des do solo, entretanto apresenta persisténcia média ou
alta no solo, sendo influenciada pelo pH, porcentagem de matéria orgéanica,
temperatura, umidade e aeracéo do solo (PRATA et al., 2001).

A molécula de ametryn, Figura 3, tem carater basico, podendo receber um
préton no N do anel. Sua forma protonada tem pKj, igual a 4,1. Como o pH do solo
esta, geralmente, acima deste valor o ametryn estard na sua formula molecular.
Assim, a sorcdo deste herbicida ndo deve ocorrer por forcas eletrostaticas e sim
por interacdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Walls entre
o herbicida e as substancias humicas do solo. Desta forma, a porcentagem de
matéria organica influencia a persisténcia deste herbicida no solo, pois acarreta
aumento da atividade microbiana do solo reduzindo a sua persisténcia (PRATA et
al., 2001).

A atividade microbiana € um importante meio de degradacdo de produtos
quimicos no ambiente (PEIXOTO, 1998). Na degradacdo do ametryn o0s
microorganismos Sao 0S principais responsaveis, pois utilizam este produto como
fonte de energia e nitrogénio (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005). Entretanto, em
estudos de degradacéo deste herbicida em culturas de cana-de-agUcar, Prata et
al. (2001), observaram que nao ha formacdo de metabdlitos em um periodo de
120 dias apos sua aplicacdo. A atividade microbiana pode ser dificultada por
caracteristicas quimicas das moléculas como ligacbes de halogénios, anéis
aromaticos altamente condensados, etc (PRATA e LAVORENTI, 2000). Alguns
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fatores, como a inibicdo da sintese de enzimas por microorganismos capazes de
atuar na degradacgao, insolubilidade do composto, sor¢cdo e toxicidade, podem
ocasionar baixa taxa de mineralizacdo da molécula de herbicida, o que é
observado para o ametryn (CARDOSO et al., 1992).

2.2. Comportamento do atrazine e ametryn no solo

O solo € o compartimento ambiental que recebe a maior quantidade de
agrotoxicos, sejam eles aplicados nas folhagens das plantas ou diretamente ao
solo, sendo o principal receptor e acumulador desses produtos. Neste
compartimento, além dos processos de degradacdo, volatilizagdo e absorcdo
pelas plantas, podem ocorrer a adsorcdo e a movimentacdo horizontal e/ou
vertical dos agrotéxicos (SILVA E SILVA, 2007).

Como resultado da movimentagdo dos agrotdxicos no solo, os lengois
freéticos e pocos do mundo inteiro tém sido contaminados com residuos desses
compostos. Devido a crescente preocupacdo com a movimentacdo dos
agrotoxicos e contaminacao das aguas, estudos do comportamento destes no solo
tém sido desenvolvidos (ARMAS et al., 2005; ABATE et al., 2004). Os estudos de
adsorcdo e movimentacdo dos agrotéxicos permitem inferir sobre os riscos de
contaminacgao dos recursos hidricos.

A adsorcdo que é o fendbmeno de atracdo e retencdo das moléculas, ou
ions, na superficie dos solidos é um processo fundamental no comportamento dos
agrotoxicos. Estes apresentam um comportamento complexo que é resultante de
numerosas interacdes com o0s constituintes das diferentes fracées do solo. As
fracbes organicas e argila sdo as principais influenciadoras nos processo de
adsorcdo e, conseqguentemente, na movimentacdo dos agrotoxicos no solo
(BOIVIN et al, 2005)

11
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De modo geral ao se estudar a adsor¢cdo tem-se como propésito avaliar e
quantificar a intensidade das interagbes dos compostos quimicos com o solo. A
sorcdo € avaliada, normalmente, por meio de isotermas que descrevem as
relacbes no equilibrio entre a quantidade do elemento adsorvido por uma matriz
sélida e a quantidade remanescente na solucdo. As isotermas sao Uteis para
quantificar a adsorcdo de herbicidas no solo, pois, independentemente das
reagfes envolvidas na sorcdo, um estado de equilibrio é admitido entre o
adsorvato localizado na fase sélida e aquele na fase liquida (LOPES et al., 2002).

Outras técnicas sao também utilizadas para avaliar o movimento e a
dissipacdo de agrotoéxicos no solo, sendo as mais comuns: deslocamento miscivel
(PRATA, 2002) e colunas de percolacao (LOPES, 2000; FARIA, 2003).

Nos experimentos que utilizam colunas para avaliagdo do movimento dos
agrotoxicos no solo, algumas técnicas de analise sédo utilizadas para monitorar a
presenca dos residuos ao longo da coluna. Uma delas consiste em aplicar
material radioativo no topo da coluna e analisar a percolacdo do material pela sua
cintilacdo ao longo da coluna de solo (ARIENZO et al., 1994). Outra técnica de
analise consiste na extracao e quantificacdo dos compostos, ao longo da coluna
(LOPES, 2000; FARIA, 2003). Também quando se emprega o deslocamento
miscivel, que é o estudo do deslocamento de um fluido contendo um soluto, por
um meio poroso, pelo mesmo fluido sem o soluto, utiliza-se técnicas analiticas
para o0 monitoramento dos compostos ao longo do perfil da coluna de solo. Como
resultado, tém-se curvas de lixiviacdo que explicam o transporte dos solutos no
solo (PRATA, 2002).

O método mais adequado é aquele que melhor se aproxima das condi¢des
de campo, apresentando boa reprodutibilidade. Por isso, o0 método da coluna de
percolacdo tem sido utilizado nos ensaios com atrazine e ametryn (EMBRAPA,
2005).

12
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2.3. Métodos de extracéao

A andlise de agrotoxicos em amostras complexas como o solo e a agua,
requer, geralmente, a preparacao dessas amostras a fim de que sejam analisadas
pelas diversas técnicas existentes. Etapas de extragdo, pré-concentracdo e clean-
up, sdo necessarias para a identificacdo e quantificacdo dos ingredientes ativos
dos agrotoéxicos.

McDonald et al. (1999) empregaram a extracdo sélido-liquido (ESL) para a
andlise de agrotdxicos em solos por cromatografia gasosa. Embora eficiente, essa
técnica apresentou algumas desvantagens como o grande consumo de solventes
e a necessidade de etapas de clean-up .Nos trabalhos de Pinto e Jardim (2000) e
Hamada e Wintersteiger, (2002) o método de extracdo em fase-sélida (EFS) para
extracdo e pré-concentracdo de triazinas em aguas foi utilizado. Este método tem
sido amplamente empregado e substitui os tradicionais como por exemplo a
extracao liquido-liquido. A técnica de EFS pode reduzir a manipulacdo da amostra
e 0 consumo de solventes, entretanto apresenta desvantagens como o descarte
do cartucho apés cada analise.

Brondi e Lancas (2005) analisaram residuos de pesticidas em fontes de
aguas de abastecimento empregando trés técnicas de extracdo. Extracéo
liquido-liquido (ELL), utilizando diclorometano como solvente extrator; extracao em
fase sélida (EFS), utilizando C,5 como suporte sélido e acetonitrila como solvente
para a eluicdo dos analitos; extracdo com fluido supercritico, utilizando Cig como
suporte solido e CO, no estado supercritico como extrator. Os melhores
resultados foram encontrados para a ELL e EFS. No entanto, a ELL apresentou
grande consumo de solventes e o procedimento € demorado e de dificil
automacao.

A microextracdo em fase-sélida (MEFS) € uma técnica que permite extrair e
pré-concentrar simultaneamente o analito em amostras de aguas, solos e

sedimentos, eliminando algumas desvantagens de técnicas convencionais como
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extracdo em fase-solida e extracdo liquido-liquido (ZAMBONIN e PALMISANO,
2000).

Kamatsu e Vaz (2004), otimizaram a técnica de microextracdo em fase
sélida para andlise de triazinas, piretroides, organoclorados e dinitroanilina em
amostras de aguas. Foram avaliadas algumas varidveis tais como: modo de
extragcdo, “headspace” ou imersao direta; tipo de fibra; pH; velocidade de agitagéo;
concentracdo ibnica; temperatura; volume da amostra e tempo de extragdo. A
MEFS difere das outras técnicas de extracdo para amostras aquosas pelo menor
tempo de analise e pela ndo utilizacdo de solventes, minimizando a geracéo de
descartes e a exposi¢cdo ocupacional. E uma técnica simples, rapida e de facil
manuseio, além de apresentar a vantagem da utilizacdo de pequena quantidade
de amostra, podendo ser aplicada em diversas areas.

Uma outra técnica utilizada na extracdo de herbicidas e seus metabdlitos de
matrizes solidas é a extracdo por soxhlet, a qual requer grandes volumes de
solventes e tempo. Nos ultimos anos, algumas técnicas tém sido desenvolvidas
como extracao por agua subcritica, extracdo assistida por microondas e extracdo
por liquido pressurizado (DAGNAC et al., 2005).

Goulart (2003) adaptou um método de extracdo simples, de baixo custo e
com baixo consumo de solventes, para analise de deltametryn e cipermetryn em
leite. Essa técnica (extracdo e purificacdo por precipitacdo em baixa temperatura)
mostrou-se simples e eficiente para extracdo de piretrdides em leite sem a
necessidade de etapas de “clean-up”. O método foi aperfeicoado por VIEIRA
(2005) na determinacdo de piretroides em amostras de 4gua e solo. A técnica
passou a ser denominada, para essas matrizes, extracdo liquido-liquido com
particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e extracdo solido-liquido com particdo
em baixa temperatura (ESL-PBT), respectivamente.

O método ELL-PBT consiste na adicdo de solventes ou misturas de
solventes misciveis com a agua as amostras. Em seguida, estas sdo resfriadas
até temperatura de —20 °C, permitindo, assim, a separacdo da fase organica da
fase aquosa. Nesta temperatura, o solvente organico mantém-se liquido na fracao

superior (temperatura de fusdo menor que -20 °C) e a agua solidifica,
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permanecendo na parte inferior. A fase organica € passada por um filtro com
sulfato de sédio anidro no intuito de eliminar a 4gua do solvente orgéanico para
posterior analise em cromatografo a gas (VIEIRA, 2005; VIEIRA et al., 2007).

No Laboratdrio de Quimica Analitica, LAQUA, do Departamento de Quimica
da UFV essa técnica de extracdo vem sendo amplamente estudada obtendo
resultados eficientes, para a extracdo de diversos agrotoxicos de diferentes
matrizes (PINHO, 2007; DARDENGO, 2007). Algumas experiéncias também
foram feitas com esse método na extracéo de herbicidas em solos com analise por
CLAE (VIVIAN, 2006). Os resultados sdo promissores mostrando que a técnica,
depois de avaliada, otimizada e validada pode ser uma ferramenta importante na

analise multirresiduo de pesticidas em diferentes matrizes.

2.4. Métodos de analise

Os herbicidas triazinicos sao passiveis de serem analisados por varias
técnicas analiticas. As técnicas mais utilizadas sdo a cromatografia gasosa e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Uma metodologia para determinacdo de ametryn utilizando a técnica de
voltametria de onda quadrada combinada com eletrodo com gota suspensa de
mercurio foi descrita por Cabral et al. (2003). Entretanto, este método néo foi
aplicado para amostras naturais.

Abate et al. (2004) analisaram o atrazine e seus metabdlitos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em amostras de solos e acidos
hamicos. Neste trabalho foi possivel uma boa separacdo dos produtos de
degradacéo do atrazine. Também Pinto e Jardim (2000) fizeram a determinacao
de residuos desse herbicida e do ametryn em aguas por CLAE com detector UV.
O limite de deteccao foi estabelecido em 0,1 ppb, satisfazendo os limites

estabelecidos por 6rgdos internacionais.
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A cromatografia liquida associada a espectrometria de massa também foi
utilizada para a determinacdo de herbicidas em solos (DAGNAC et al.,2005) e
aguas (VEGA et al., 2005) apresentando limite de quantificacdo entre 0,5 e 5 ppb
para varios herbicidas. Também a cromatografia gasosa € outra técnica muito
eficiente na analise de agrotoxicos, na qual podem ser acoplados diversos
detectores: nitrogénio/fosforo (McDONALD et al.,1999), espectrometria de massa
(ZAMBONIN e PALMISANO, 2000), ionizagcdo com chama (DIC) (EISERT e
PAWLISZYN, 1997) e captura de elétrons (ECD) (BOUAID et al.,, 2001). A
eficiéncia dos detectores utilizados depende do tipo de substancia a ser analisada,

ou seja, quais elementos estdo presentes nos ingredientes ativos dos herbicidas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostra de solo

Amostras de solo classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo (textura
argilosa), destinadas ao estudo da percolacédo dos herbicidas atrazine e ametryn,
foram coletadas na profundidade de 0 a 15 cm no campus da UFV, em area isenta
de residuos de herbicidas.

Apés isso estas amostras coletadas foram passadas em peneira com malha
de 2 mm de diametro e posteriormente secadas ao ar até atingirem peso
constante, obtendo-se a terra fina seca ao ar (TFSA). Para caracterizacao
fisico-quimica do solo foram feitas as seguintes determinacfes: analises quimicas
(pH, matéria organica e CTC), fisicas (densidade e equivalente de umidade),
teores de argila, silte e areia nos laboratérios de rotina do Departamento de Solos
da UFV, seguindo as técnicas propostas pela EMBRAPA (1979).

3.2. Solucdes padrdo de ametryn, atrazine e bifentryn

As solucbes estoque das triazinas e o bifentryn (padrdo interno) foram
preparadas na concentracdo de 1.000 mg L™ em acetonitrila (Mallinckrodt/HPLC),
a partir dos produtos: ametryn (Herbitec) com 97% m/m de pureza, atrazine 97,7%
m/m (Herbitec) e bifentryn 92,2 % m/m (FMC do Brasil).
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Todas as solugdes de trabalho foram preparadas em acetonitrila a partir de
diluicGes da solugéo estoque.

No estudo da percolacdo foram aplicados os produtos comerciais Siptran,
500 e Metrimex, 500 contendo, respectivamente 0s principios ativos atrazine e

ametryn.

3.3. Fortificagcdo das amostras de solo

Para a otimizacdo da técnica de extracdo sdlido-liquido com particdo em
baixa temperatura amostras de solo foram fortificadas com quantidades
conhecidas dos principios ativos dos herbicidas em solucdo. Para os estudos, 2g
de solo (TFSA) foram pesados em balanca analitica (Sartorius BP 2215 com
precisdo de 1x10“g) e colocados em frascos de vidro com capacidade para 50
mL. Foi adicionado a esse frasco 0,10 mL de uma solucéo padrdo de 100,0 mg L™
em acetonitrila contendo ametryn e atrazine com o intuito de se obter uma
concentracdo de 5,0 mg kgt no solo. Para permitir a homogeneizacdo foi
adicionado, também, ao frasco 0,4 mL de agua, o qual foi misturado aos
componentes utilizando-se bastdo de vidro por alguns minutos. Apés isso a

mistura foi secada ao ar e em seguida submetida ao processo de extracao.
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3.4. Otimizacdo da técnica de extracdo soélido-liguido com

particdo em baixa temperatura

Para otimizar uma técnica de extracdo € conveniente realizar um
planejamento experimental que avalie com eficiéncia a influéncia de determinados
parametros no processo de extracdo. Neste trabalho, a eficiéncia foi avaliada pela
andlise dos extratos por cromatografia gasosa empregando deteccdo por
ionizagdo em chama CG/DIC. Antes da realizacdo do planejamento fatorial
torna-se necessario estudos preliminares (3.4.1) de alguns parametros a serem
descritos no planejamento, de modo que este possa ser executado de uma forma

mais simples e eficiente.

3.4.1. Estudos preliminares

Um dos primeiros estudos preliminares teve como objetivo determinar a
guantidade de solo necesséaria no processo de ESL-PBT. Para esse estudo
massas de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g de solo foram testadas.

Outro estudo preliminar teve como objetivo determinar o tempo de contato
dos ingredientes ativos com o solo no processo de fortificacdo das amostras. Para
isso, o0 solo contendo 20 % de umidade foi fortificado como descrito no item 3.3
variando-se o periodo em que ficou secando ao ar na temperatura ambiente em:
0, 4,8, 12, 16, 20, 24, 48, 144 e 504 horas.

Para proporcionar o contato mais eficiente entre o solo e a mistura extratora
a fim de apresentar maior porcentagem de extracdo, foram testados a agitacéo
mecéanica e o ultra-som. O tempo de agitacdo mecanica foi de 5, 15, 30, 60
minutos e o tempo de sonicagdo em ultra-som 1, 5, 15 e 30 minutos. Todos 0s

extratos foram analisados por CG / DIC.
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3.4.2. Planejamento fatorial

O planejamento fatorial € um método em que as variaveis de interesse sdo
avaliadas simultaneamente.

Um planejamento fatorial 3* foi desenvolvido para avaliar trés fatores (tempo
de contato entre as triazinas e o solo, tempo de agitacdo e polaridade do solvente)
em trés niveis representados por (-1), (0) e (1). Tempo de contato (tc): 0, 2 e 4
horas; tempo de agitacdo mecéanica (ta): 10, 30 e 50 minutos; e polaridade do
solvente (ps): A, B e C. Os solventes extratores foram constituidos de diferentes
proporcdes de agua / acetonitrila / acetato de etila: Solvente A: 4 / 6,5 / 1,5;
solvente B: 3/6,5/2,5; solvente C: 3/7,5/1,5.

Foram realizados 54 ensaios, que corresponderam a todas as combinagoes
possiveis para os niveis (-1), (0), (1) com uma repeticdo. Na Tabela 1 esta
representado o planejamento fatorial 3%, com os trés fatores codificados F(c); F(B)
e F(y) em trés niveis (-1), (0) e (1).

As porcentagens de recuperacao obtidas no experimento para cada um dos

herbicidas estudados foram utilizadas para avaliar os efeitos de cada fator.
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Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 3° para otimizacdo da ESL-PBT

Fatores codificados Fatores originais
(a) Tc () Ta (v) Ps

Ensaios F(a) F(B) F(y) (horas) (min)

1e2 (1) (1) (1) 0 10 A

3e4 (0) (1) (-1) 2 10 A

5e6 (1) (1) (1) 4 10 A

7e8 (1) (0)  (-1) 0 30 A
9e10 (0) (0) (1) 2 30 A
11e12 (1) (0) (-1) 4 30 A
13e14 (1) (1) (-1) 0 50 A
15e16 (0) (1) (-1 2 50 A
17e18 (1) 1) (1) 4 50 A
19e20 (1) (1)  (0) 0 10 B
21e22 (0) (1) (0) 2 10 B
23e24 (1) (1) (0) 4 10 B
25e26 (1) (0)  (0) 0 30 B
27e28 (0) (0) (0) 2 30 B
29e30 (1) (0) (0) 4 30 B
31e32 (1) (1)  (0) 0 50 B
33e34 (0) (1) (0) 2 50 B
35e36 (1) (1) (0) 4 50 B
37e38 (1) (-1) (1) 0 10 C
39e40 (0) (-1) (1) 2 10 C
41e42 (1) (1) (1) 4 10 C
43e44 (1) (0) (1) 0 30 C
45e46 (0) (0) (1) 2 30 C
47e48 (1) (0 (1) 4 30 C
49e50 (-1) (1) (1) 0 50 C
51e52 (0) (1) (1) 2 50 C
53e54 (1) (1) (1) 4 50 C
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3.4.3. Extrag&o do atrazine e ametryn no solo

Em frascos de vidro com 50 mL de capacidade foram adicionados 2,00 g de
solo fortificado (item 3.3). Aguardou-se o tempo de 0, 2, e 4 horas e
adicionaram-se 12,0 mL de mistura extratora, composta por agua e solventes
organicos em diferentes proporcdes constituindo uma fase unica. Os frascos foram
agitados em 180 oscilagdes por minuto (opm) em mesa agitadora (Tecnal TE -
420) durante 10, 30 e 50 minutos, correspondendo a variacdo descrita nha Tabela
1. Posteriormente, essas amostras foram deixadas por um periodo minimo de 12 h
em freezer a temperatura de —20 °C. Apo6s o resfriamento a amostra de solo ficou
aprisionada na agua congelada e no sobrenadante, ainda no estado liquido,
ficaram atrazine e ametryn. As amostras foram passadas por um filtro com sulfato
de sédio anidro (Nuclear — P.A.), que foi lavado com acetonitrila e o extrato
recolhido.

O extrato organico foi transferido para um baldo de fundo redondo (10 mL)
e completamente evaporado em evaporador rotatorio a temperatura inferior a
60 °C. Em seguida, lavou-se o baldo de fundo redondo cuidadosamente com
duas aliquotas de 0,5 mL de acetonitrila e esse extrato final (1,0 mL) foi colocado
em frasco de vidro com 1,8 mL de capacidade sendo armazenado em freezer até
0 momento da analise.

Na otimizagao da ESL-PBT, a avaliagao dos fatores estudados foi realizada
com base nas porcentagens de recuperagao obtidas para atrazine e ametryn nos

diferentes ensaios.

22



Materiais e métodos

3.5. Extracéao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura

A Extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura, utilizada
neste trabalho para a extracdo do atrazine e do ametryn da agua que percolou as
colunas de lixiviagao, foi otimizada e validada por Magalhaes (2007).

Em frascos de vidro com 50 mL de capacidade foram adicionados 4,00 mL
de agua com forca ibnica equivalente a uma solucdo de NaH,PO,; na
concentracdo de 0,10 mol L™. A seguir adicionou-se a esses frascos 8,0 mL de
misturas extratoras, composta por 7,5 mL de acetonitrila e 0,5 mL de acetato de
etila, sendo estes frascos agitados em 180 oscila¢gées por minuto (opm) em mesa
agitadora (Tecnal TE - 420) durante 15 minutos. Posteriormente, essas amostras
foram deixadas por 24 h em freezer na temperatura de —20 °C. Apos esse periodo
a amostra de agua tornou-se sélida e no sobrenadante, em estado liquido, ficaram
0os analitos de interesse. A filtragdo seguida da concentragdo em evaporador
rotatério foram realizadas similarmente ao descrito no item 3.4.3 para extracdo de
ametryn e atrazine em solo. Os extratos foram armazenados em freezer a —20 °C

até o momento da anélise.

3.6. Extracao de atrazine e ametryn em produtos comerciais

Os produtos comerciais contendo atrazine e ametryn, respectivamente
Siptran e Metrimex, foram aplicados ao solo em colunas de percolacdo e
monitorados durante um periodo de 90 dias. Desta forma, tornou-se necessario a
quantificacdo dos principios ativos nos produtos comerciais com 0 objetivo de
identificar a real concentracdo destes produtos.

Siptran 500 e Metrimex 500 s&o formulados em suspensao concentrada
contendo 500 g L™ do principio ativo. Foram realizados duas diluicdes 1:50 e uma

diluicdo 1:20 para a obtencéo de solucdes aquosas de 10,0 mg L™ de atrazine e
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ametryn. Em seguida, essas solucdes foram submetidas a ELL-PBT (item 3.5) e

guantificadas por cromatografia gasosa.

3.7. Analise cromatografica dos agrotéxicos

A analise dos extratos organicos, para identificagdo e quantificagcdo das
triazinas, foi realizada por cromatografia gasosa com detecc¢do por ionizagdo em
chama (DIC).

A identificacdo dos compostos foi realizada pela comparacdo dos tempos
de retencdo dos picos dos padrdes e os tempos de retencédo dos picos presentes
nos extratos das amostras nos cromatogramas. Foi utilizado o método da
padronizacdo interna (COLLINS, 2006) para a quantificacdo dos herbicidas em
amostras aquosas e de solos. O bifentryn foi utilizado como padréo interno, uma
vez que possui caracteristicas semelhantes aos compostos de interesse e
apresenta tempo de retencéo diferente dos mesmos.

Dois equipamentos semelhantes foram utilizados neste experimento, um
cromatografo a gas Shimadzu CG-17 A (injecdo manual, coluna HP-5), na
otimizacdo do experimento e um cromatégrafo a gas Shimadzu CG-17 A (coluna
SPB-5) equipado com injetor automatico na realizacdo das outras etapas do
experimento, ambos com deteccdo por DIC. O estabelecimento das condi¢des
ideais de analise como temperatura do injetor, da coluna e do detector, vazao dos
gases e escolha do tipo de coluna cromatografica, foi realizado com base na boa
resolucdo entre os picos dos compostos de interesse e menor tempo de analise.

As condicbes analiticas determinadas para cada equipamento utilizado

foram as seguintes:

e Coluna capilar Agilent Technologies HP-5 com fase estacionaria

composta de 5 % de fenil e 95 % de dimetilpolissiloxano, 30 m de
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comprimento; 0,25 mm de diametro interno e 0,1 um de espessura de
filme.

Programacao _dle temperaturaoda. coluna:

180 °C =, 210°C - 300 °C (1 min)

Tempo total de analise: 7 minutos

Temperatura do injetor: 280 °C

Temperatura do detector (DIC): 300 °C

Volume injetado: 1,0 uL

Gas de arraste: Nitrogénio

Vazdo do gas de arraste: 1,2 mL min™

Divisao de fluxo: 1:5

Coluna capilar Supelco SPB-5 com fase estacionaria composta de 5 %
de fenil 95 % dimetilpolissiloxano, 30 m de comprimento; 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 um de espessura de filme.

Programacao _d_le temperatura da coluna:

200 °C =, 240 °C LN 300 °C (5 min)

Tempo total de analise: 11 minutos

Temperatura do injetor: 280 °C

Temperatura do detector (DIC): 300 °C

Volume injetado: 1,0 uL

Gas de arraste: Nitrogénio

Vazdo do gas de arraste: 1,5 mL min*

Divisao de fluxo: 1:5
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3.7.1. Quantificacao

As quantificacbes dos herbicidas ametryn e atrazine foram realizadas pelo
método da padronizacao interna.

Solugbes padréo de concentracdes crescentes dos analitos (0,5, 1,0, 2,5,
5,0, 10,0, 20,0 e 50,0 mg L %), contendo como padréo interno (P1) o bifentryn
4,0 mg L™, foram analisadas em cromatografo a gas nas condicdes analiticas pré-
determinadas (item 3.7). As curvas analiticas para cada principio ativo foram
construidas relacionando a razao entre a resposta do detector para os padrbes e
para o padrdo interno, (area do pico do padréo / area do pico do padrao interno)
em funcéo das concentracdes das solucdes padrao.

Os dados experimentais foram ajustados em curvas analiticas e por
regressodes lineares foram obtidas equac¢bes das retas utilizadas no calculo das
concentragfes dos agrotoxicos nas amostras. A todos os extratos analisados
foram adicionados previamente padrdo interno na concentracdo de 4 mg L™,
permitindo por meio da razdo entre area do pico do analito e area do padréo

interno obter a concentracdo dos componentes de interesse da amostra.

3.8. Validac&do do método analitico

A validacdo do método de extracdo sélido-liquido (ESL-PBT) foi realizada
considerando as caracteristicas de desempenho que normalmente fazem parte
dos processos de validacdo: Seletividade, linearidade, limite de deteccao (LD),
limite de quantificacéo (LQ), precisdo e exatiddao (INMETRO, 2003; LANCAS, 2004
e RIBANI et al., 2004).
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3.8.1. Seletividade

A seletividade do método cromatografico foi avaliada, comparando-se
cromatogramas de extratos das matrizes isentas das substancias de interesse
com extratos de matrizes fortificadas com solu¢cdes de ametryn e atrazine na
concentracdo de 5 mg kg™. Em todos os extratos foi adicionado 40 uL da solucdo
de bifentryn a 100 mg L™. Varios cromatogramas do branco e dos extratos das

matrizes fortificadas foram analisados.

3.8.2. Faixa de trabalho linear

A faixa linear foi estabelecida avaliando a resposta do detector para
concentraces crescentes 0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 20,0 e 50,0 mg L ™ dos
padrées das substancias de interesse que correspondem a uma faixa de trabalho
de 0 a 200 % da concentracdo dos agrotoxicos no solo. O método de
padronizacdo interna foi utilizado para construgdo das curvas analiticas, que
consistiu na adi¢cdo de 40,0 uL do padréo interno (bifentryn) as solugbes padrdes
de ametryn e atrazine. Desta forma, a curva analitica relacionou a razdo entre a
resposta do detector para os padrbées e para o padrdo interno, (area do pico da
solugcéo padréo / area do pico do padréo interno) em funcdo das concentracdes
das solucbes padrdo conforme descrito no item 3.7.1. A linearidade foi avaliada

por meio do coeficiente de regresséo linear das curvas analiticas construidas.

3.8.3. Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

Os limites de deteccéo e quantificacao foram determinados pelo método da
relacdo sinal-ruido. Foram realizadas varias injecdes dos extratos das matrizes
isentas das substancias de interesse (branco), e também injeces dos extratos, de
matrizes fortificadas, em concentragdes decrescentes, 5,0, 2,5, 1,0, 0,50, 0,20, e

0,10 mg L™. A concentracdo que proporcionou um sinal trés vezes maior que o
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ruido foi estabelecido como o limite de deteccdo e um sinal dez vezes maior que 0

nivel do ruido como o limite de quantificacdo (COLLINS, 1997).

3.8.4. Precisao

A preciséo do método de ESL-PBT foi avaliada em dois niveis,

repetitividade e precisao intermediaria.

3.8.4.1. Repetitividade

Foram fortificadas onze amostras de solo (item 3.3) em concentracdo de
5,0 mg kg™*. Essas amostras foram submetidas ao processo de extracéo otimizado
e 0s extratos analisados por CG / DIC. Para avaliar a repetitividade do método,
esses ensaios foram realizados pelo mesmo analista, no mesmo instrumento em
um curto intervalo de tempo.

A precisao do método de ESL-PBT, em nivel de repetitividade, foi avaliada
pela estimativa do coeficiente de variacdo das recuperacdes dos agrotoxicos nos

extratos das matrizes fortificadas.

3.8.4.2. Precisao intermediaria

Para a avaliacdo da precisdo intermediaria do método de ESL-PBT foram
analisados trés extratos de solo das matrizes fortificadas, de acordo com o item
3.3, com padrbes de atrazine e ametryn. Esses extratos foram obtidos pelo
mesmo analista, que empregou o método otimizado em diferentes dias, 1°, 7° e
30°. Essas andlises foram realizadas no mesmo laboratério, empregando o
mesmo instrumento de andlise.

Esse parametro analitico foi avaliado pela estimativa do desvio padrao
relativo dos resultados das analises e indica a variabilidade dos resultados em um

Unico laboratorio, ao longo do tempo.
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3.8.5. Exatidao

Na avaliacdo da exatiddo do método, matrizes de solo foram fortificadas
com trés diferentes concentracdes, para no extrato final apresentarem as
concentracdes de 0,5, 1,0 e 5,0 mgL™? dos componentes de interesse. Essas
concentracbes correspondem a aproximadamente 2, 4 e 20 vezes o limite de
quantificacdo do método. Os valores das recuperacdes obtidas nos experimentos

foram utilizados para avaliar este parametro

3.9. Estudo da percolacédo do atrazine e ametryn

A mobilidade do atrazine e ametryn em Latossolo Vermelho-Amarelo foi
avaliada usando colunas de solo com simulacdes de chuvas. Amostras de solo e
da agua percolada foram submetidos aos processos de extracdo e analise ja
otimizados, permitindo a avaliacdo do processo de movimentacdo das triazinas ao

longo de um perfil de 15 cm de profundidade, em 90 dias.

3.9.1. Sistema de percolacao

Utilizando as colunas de solo, foi avaliado o movimento dos agrotoxicos no
perfil do solo pela simulagédo de chuvas, a cada 10 dias, por um periodo de 90
dias. Para tal, foram montadas quatro colunas, sendo trés repetices e um branco
para cada ensaio (tempo de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 dias), totalizando
10 ensaios e 40 colunas (Figura 4), para ambos 0s agrotoxicos.
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Figura 4. Colunas de percolacdo para avaliacdo da mobilidade de atrazine e

ametryn.

Para montar os sistemas de percolacdo foram utilizados tubos de PVC de
10 cm de didametro, cortados em anéis de 5 e 7 cm de altura. Os anéis de PVC de
7 cm foram marcados a 2,0 cm da borda com lapis preto n° 2, em sua superficie
interna, delimitando o volume do anel para o preenchimento com solo.

Foram montadas colunas contendo trés anéis de tubo de PVC, sendo dois
anéis de 5 cm e sobre estes um de 7 cm de altura. Os pontos de contato entre 0s
anéis foram colados com fitas adesivas para garantir a estabilidade do sistema e
evitar perdas de agua. As superficies internas dos tubos de PVC foram recobertas
com parafina derretida, a fim de evitar caminhos preferenciais para a percolagao
da agua. Na base de cada coluna foi adaptado um papel de filtro, de filtracdo
rapida, e sob o papel, uma tela fina, sendo fixados com um anel de borracha. Um

esquema tipico do sistema de percolacdo montado esté representado na Figura 5.
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Figura 5. Representacao esquematica de um sistema de percolacdo em coluna.

O solo (TFSA) foi colocado na coluna de percolagédo até a marca feita com
lapis no anel de 7 cm, a dois cm da borda. A massa de solo, necessaria para
preencher a coluna de percolacao, 1,24 kg, foi calculada a partir da densidade do
solo, 1,05 g cm™ e do volume da coluna de percolacéo, 1,18 x 107> m°.

Apo6s a montagem do sistema de percolacéo, as colunas foram colocadas a
sombra em uma bandeja contendo agua destilada durante um periodo de
12 horas, para atingir o teor de agua equivalente a capacidade de campo que foi
de 27,2% m/m.

3.9.2. Aplicacéo dos herbicidas

Apos o umedecimento do solo até a capacidade de campo (27,2%) foram
aplicados os agrotéxicos atrazine e ametryn em uma dose duas vezes maior que a
recomendada pelo fabricante para area de solo correspondente ao tubo de PVC
empregado no experimento.

Uma Unica solucdo aquosa de concentracdo 1.256 mg L™ de cada um dos
principios ativos foi preparada, por diluicbes dos produtos comerciais Metrimex e
Siptran. Foram retirados 5 mL dessa solucdo e aplicados em cada uma das 30

colunas de solo.
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3.9.3. Simulacéo de chuva

Num periodo de 90 dias foram realizados os ensaios de percolacdo com
eventos de chuva a cada 10 dias. Todas as colunas receberam uma lamina de
agua equivalente a uma chuva de 59,9 mm de precipitacao pluvial ou 469,0 mL.
Este volume foi definido com base na média de chuva do periodo de aplicacédo dos
herbicidas no campo (outubro a abril), referente aos anos de 2003 a 2006.

A agua que percolou pelas colunas de solo foram coletadas em recipientes
PET - Polietilieno Tereftalato, devidamente lavadas com &gua destilada e
deionizada, adaptadas sob as colunas de percolacéo.

3.9.4. Preparo das amostras para a ESL-PBT e ELL-PBT

Apoés cada ocorréncia de chuva as colunas de solo eram deixadas por
24 horas para percolacdo do excesso de liquido. Apds esse periodo, quatro
colunas eram desmontadas, sendo trés repeticbes e um branco, para posterior
extracdo e analise das triazinas. Cada coluna de solo retirada era dividida em trés
partes (anéis de PVC) de acordo com sua profundidade; 0 a 5, 5 a 10, 10 a 15 cm.
A agua que percolou as colunas de solo também era submetida ao processo de
extracao para posterior analise por CG / DIC.

O solo de cada anel foi homogeneizado e dividido em quatro partes para
proceder a amostragem, sendo duas partes opostas desprezadas e outras duas
submetidas a um novo quarteamento. Este procedimento foi realizado até a
obtencdo de uma amostra representativa de aproximadamente 30 g de solo. Uma
fracdo desta amostra foi submetida a ESL-PBT dos agrotdxicos enquanto que
outra foi separada para determinacéo do teor de umidade.

Para determinar o teor de wumidade, duas amostras de solo,
correspondentes a cada profundidade na coluna de percolagéo, tiveram suas

massas medidas em um valor proximo de 2,0 g. Estas foram colocadas em estufa
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a temperatura de 100 °C até atingirem o0 peso constante (aproximadamente

2 horas).

3.9.5. ESL-PBT e ELL-PBT de atrazine e ametryn nas colunas de percolacéo

De cada coluna de percolacdo foram retiradas nove amostras de solo,
sendo trés repeticdes de cada profundidade 0 a 5, 5 a 10, 10 a 15 cm e, ainda,
trés repeticdes da amostra de adgua que percolou pela coluna. Em cada evento de
chuva, foram obtidos 48 extratos provenientes de quatro colunas. Os extratos
foram obtidos pela ESL-PBT e ELL-PBT e analisados por CG / DIC.

Amostras de solo de 2,0 g de massa seca previamente homogeneizada e
quarteada foram colocadas em frascos de vidro com 50 mL de capacidade.
Adicionaram-se a esses frascos 12,0 mL de uma mistura extratora, composta por
4 mL de agua, 6,5 mL de acetonitrila e 1,5 mL de acetato de etila. Estes foram
agitados em 180 oscilagcbes por minuto (opm) em mesa agitadora durante
50 minutos. Em seguida, essas amostras foram deixadas por 24 horas em freezer
na temperatura de —20 °C, obtendo-se uma fracdo sélida composta de agua
congelada e solo, e, uma fracéo liquida contendo o material extraido em solvente
organico. A fracdo liquida foi passada por um filtro com sulfato de sodio anidro e
recolhida em baldo volumétrico de 10,0 mL. O extrato organico foi transferido para
um baldo de fundo redondo com 10 mL de capacidade, o qual foi concentrado em
evaporador rotatorio, a temperatura de 55 °C. Em seguida, lavou-se o baldo de
fundo redondo cuidadosamente com duas aliquotas de 0,5 mL de acetonitrila. O
extrato final (1,0 mL) foi colocado em frasco de vidro com 1,8 mL de capacidade
sendo armazenado em freezer (-20 °C) até o momento da analise.

A extracao dos herbicidas na 4gua percolada foi realizada como descrito no
item 3.5.
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3.10. Degradacéo das triazinas

A degradacédo de atrazine e ametryn foi avaliada durante 90 dias em duas
situagbes. Em uma, o solo contaminado pelos herbicidas foi deixado & sombra
enquanto em outra foi colocado a exposicao da luz solar durante todo o dia.

Para realizar esse ensaio utilizou-se 200 g de solo (TFSA) que foram
colocadas em recipiente de aluminio. A essas amostras foram adicionadas 0,8 mL
de uma solugéo aquosa com concentracédo 1.256 mg L™ de cada principio ativo,
preparadas a partir de diluicbes dos produtos comerciais metrimex e siptran. A
quantidade de herbicida aplicado no solo foi calculada considerando 15 cm de
profundidade e equivalente ao aplicado nas colunas de percolacédo no item 3.9.2.
A essas amostras de solo foram acrescentados 54 mL de &agua destilada,
correspondendo ao equivalente de umidade (EU) sendo o sistema
homogeneizado. A cada dois ou trés dias as amostras de solo tiveram sua
umidade ajustada para 27 % m/m (EU), repondo-se a agua evaporada pela
diferenca de massa.

A cada dez dias, uma amostra com trés repeticdes foi retirada de cada
recipiente e submetida ao processo de extracao sélido-liquido com particdo em
baixa temperatura como descrito para a extracdo dos ingredientes ativos das

colunas de percolacao no item 3.9.5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao da amostra de solo

O solo utilizado neste experimento, um Latossolo Vermelho-Amarelo, foi
coletado na regido de Vicosa e ndo estava contaminado com ametryn e/ou
atrazine. Suas caracteristicas fisicas, quimicas e texturais avaliadas estdo na
Tabela 2. As caracteristicas do solo sdo importantes parametros na avaliacdo do
comportamento dos agrotoxicos. Caracteristicas como pH, teor de matéria
organica e textura influenciam diretamente na adsorcdo das moléculas dos
agrotoxicos no solo, sua persisténcia e degradacéao (VIVIAN et al., 2007 a).

O alto teor de matéria organica do solo favorece a maior capacidade de
sorcdo de herbicidas, uma vez que a fracdo humica do solo apresenta um elevado
namero de cargas negativas na superficie e grande area superficial especifica que
promove a sorcao dos herbicidas por inUmeros tipos de interagdes. Todavia, a
matéria organica é muito variavel, sendo constituida desde compostos de baixa
massa molar até compostos altamente condensados, que podem interferir ndo s6
na sor¢do dos herbicidas, mas também na sua persisténcia e degradagéo (VIVIAN
et al., 2007).

O pH do solo também é um fator que influencia o comportamento dos
agrotoxicos, uma vez que afeta a distribuicdo de cargas dos minerais de argila, a
capacidade de troca catidnica do solo e também os processos de sor¢cao dos
agrotoxicos. O comportamento de herbicidas basicos como o atrazine e o ametryn
€ influenciado pelo pH do solo, principalmente no caso do ametryn que possui

pKa=4,1 em relacdo ao atrazine pK,=1,7. Quanto menor o pH do solo, no caso
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do atrazine e ametryn, mais protonadas vao estar as moléculas destes herbicidas
apresentando cargas positivas e proporcionando maior atracao pelas particulas de
argila e matéria organica do solo que possuem cargas predominantemente
negativas (SHENG et al., 2005 ). Portanto, como a maioria dos solos brasileiros
apresentam pH entre 4 e 6 o efeito da protonacdo das moléculas é mais
pronunciado no ametryn do que no atrazine (SILVA e SILVA, 2007).

Na Tabela 2, sdo apresentadas as principais caracteristicas fisicas,

quimicas e texturais do solo.

Tabela 2. Resultados das analises fisica, quimica e textural da amostra de solo

Caracteristicas Valores
pH em agua 4,73
MO (% m/m) 5,90
CTC*efetiva (cmole dm®) 0,99
CTC* 1ot (cmol; dm® 6,42
Densidade (g/cm?®) 1,05
Equivalente de Umidade (kg/kg) 0,272
Silte (%) 7
Areia fina (%) 15
Areia grossa (%) 18
Argila (%) 60

*CTC = Capacidade de troca catibnica

A textura do solo é outra caracteristica relevante em relagcdo ao
comportamento dos agrotéxicos. A maior parte dos solos com texturas argilosas
apresenta alto potencial para adsorver os agrotoxicos, uma vez que possuem
grande area superficial. Por outro lado, solos com textura arenosa e com baixo
teor de argila, geralmente, tém um potencial muito baixo na adsorcdo de
agrotoxicos, pois suas particulas possuem pequena area superficial especifica e

praticamente ndo apresentam cargas de superficie (FONTES et al., 2001).
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O solo em estudo é composto de 60 % de argila, caracterizado como de
textura argilosa, apresenta alto teor de matéria organica, em torno 5,9 %, € de
caracteristica acida (pH = 4,7) de baixa capacidade de troca catiénica.

4.2. Andlise cromatografica

A cromatografia gasosa € um método fisico-quimico de alto potencial na
separacdo e na quantificacdo de compostos organicos, no qual os compostos
presentes em uma mistura séo distribuidos entre duas fases, uma que permanece
estacionaria e outra que se movimenta em uma dire¢do definida. A identificacdo
dos compostos de interesse € realizada comparando o tempo de retencdo do
composto da amostra com o de um padrdo (COLLINS et al., 2006;
SOARES, 2001). Para auxiliar na identificacdo dos compostos de interesse, outros
métodos, como retencgdo relativa, indice de retencao de Kovats, emprego de duas
ou mais colunas e/ou detectores diferentes poderdo ser empregados. Para uma
identificacdo mais segura torna-se necessario acoplar a cromatografia a gas com
técnicas instrumentais como espectrometria de massas ou espectrometria no
infravermelho. Entretanto, tais equipamentos tém precos elevados, o que limitam
suas aplicacbes (COLLINS et al., 2006). Os herbicidas estudados foram
identificados pela comparacdo do tempo de retencdo dos compostos de interesse
com os dos padrbes dessas substancias, analisadas nas mesmas condi¢des
cromatograficas.

A analise cromatogréafica dos padrdes e da amostra foi realizada de acordo
com a metodologia descrita no item 3.7. Pode-se observar na Figura 6, um
cromatograma obtido pela analise de uma solucdo padrdo na concentracdo de
10,0 mg L™ em acetonitrila, com o tempo de anélise de 11 minutos. Os picos com

tempo de retencdao, tg, iguais a 5,3 e 6,1. correspondem ao atrazine e ao ametryn,
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respectivamente e o pico com tg igual a 9,8 corresponde ao padrdo interno
(bifentryn).
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Figura 6. Cromatograma de uma solucdo padrdo de atrazine e ametryn
10,0 mg L™, em acetonitrila. tg = 5,3, atrazine; tg = 6,1 ametryn, tg =

9,8 corresponde ao padrao interno (bifentryn).

O cromatograma obtido da solucao padréo de atrazine e ametryn, Figura 6,
mostra boa separacdo dos picos, 0s quais apresentam boa simetria e tempos de
retencdo relativamente curtos. Nas condicfes cromatograficas ajustadas para a
analise simultanea dos herbicidas foram otimizadas as temperaturas do injetor, da

coluna, do detector e fluxo de gas de arraste.

4.3. Otimizagcdo da técnica de extracdo solido-liquido com
particdo em baixa temperatura (ESL-PBT)
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Com o intuito de avaliar a mobilidade de agrotoxicos no perfil do solo pela
quantificacdo por cromatografia gasosa, tornou-se necessario o emprego de uma
técnica de extracdo capaz de remover 0s compostos de interesse da matriz de
solo. Essa técnica deve extrair os analitos da matriz com eficiéncia e sem a
presenca de interferentes. Em funcdo dos bons resultados obtidos por Goulart
(2003), Vieira (2005) e Vieira et al. (2007), que empregaram a técnica de extracao
liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e extracdo solido-
liguido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) na extracdo de agrotdxicos
em leite, dgua e solo, respectivamente, foi desenvolvida e otimizada uma
metodologia empregando a ESL-PBT para a extracdo do atrazine e do ametryn
em solos.

Na otimizagdo da metodologia alguns parametros foram avaliados
individualmente e em seguida foi realizado um planejamento fatorial em que foram
avaliadas trés variaveis (tempo de contato, tempo de extracdo, proporcdes entre

0s solventes extratores) e as interagdes entre elas.

4.3.1. Variacdo da massa de solo

No estabelecimento das condi¢cdes ideais para a extracdo e analise dos
herbicidas em solo, foram feitos alguns testes preliminares no intuito de identificar
a massa de solo adequada para o processo. A principal vantagem de se utilizar
quantidades maiores de amostra € o fator de concentracdo, entretanto o uso de
grandes amostras pode provocar a contaminacdo do extrato pela extracdo de
interferentes.

Os extratos obtidos a partir de 3 e 4 g solo apresentaram uma coloracéo
amarelada, possivelmente devido a extracdo de maiores quantidades de matéria
organica ou outras espécies coloridas, como por exemplo Oxidos de ferro
presentes no solo. Os extratos obtidos de 1 e 2 g de solo se apresentaram com
coloracdo menos intensa e nos cromatogramas ndo foram observados picos
interferentes. Desta forma, a massa de dois gramas de solo foi escolhida na

otimizacao da técnica de ESL-PBT.
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4.3.2. Tempo de contato entre os herbicidas e o solo

Numa etapa preliminar do processo de otimizacao da técnica foi avaliado o
efeito causado na porcentagem de recuperacdo dos herbicidas, quando os
mesmos eram deixados em contato com o solo por diferentes intervalos de tempo.

Verificou-se que com o aumento do tempo de contato entre 0os agrotoxicos
e 0 solo, pode ocorrer o inicio do processo de degradacdo destes compostos
antes de serem extraidos ou se ligarem mais fortemente a matriz sélida,
diminuindo suas porcentagens de recuperacao.

A transformacdo ou degradacdo dos agrotoxicos no solo ocorre em fungéo
de vérias reacfes bibticas e abidticas que compreendem, reacdes de oxidacéo,
reducao, hidrolise e reacbes com constituintes do solo, sendo que a temperatura,
umidade e aeracdo sdo fatores significativos na influéncia dessas reacdes. E
importante ressaltar que a degradacado de moléculas organicas pode ocorrer pela
biodegradacdo completa (mineralizagdo), resultando na formacédo de diéxido de
carbono, agua, produtos inorganicos e compostos organicos de ocorréncia comum
no ambiente, como &cidos organicos e outros. No entanto, a degradacao pode
envolver apenas uma oxidacgéo, reducado ou perda de um grupo funcional que,
mesmo sendo de pequeno porte, pode alterar as caracteristicas fisico-quimicas da
molécula original, o que pode impossibilitar a extracdo destes herbicidas pela
técnica proposta (MOORMAN, 1994).

Na Figura 7, sdo apresentados os resultados da porcentagem de
recuperacdo das triazinas ao longo de 21 dias de estudo (504 horas). Pode-se
observar que, embora a recuperacdo do ametryn no tempo de fortificacédo
estudado variasse entre 83 e 96 %, no tempo de fortificacdo minimo (0 hora) e
méximo (504 horas) verificou-se valores de recuperagcdo muito proximos.
Considerando os devidos coeficientes se variacdo, observou-se tendéncia
constante da recuperacéo, indicando que houve degradacdo minima da molécula
e que também ndo se formaram residuos nado extraiveis durante o tempo

estudado.
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Figura 7. Efeito da variacdo do tempo de contato entre os herbicidas e o solo na

porcentagem de recuperacao.

Para o atrazine, de maneira geral, observou-se diminuicdo da recuperacao
com o aumento do tempo de fortificacdo. A maxima recuperacao foi possivel até 4
horas de fortificacao e, no tempo de 504 horas, a recuperacéo foi apenas de 83 %,
indicando possivel degradacdo desse herbicida ou o mesmo se tornou mais
aderido & matriz de solo. Entretanto, a degradagédo do atrazine foi menor do que
nos dados descritos na literatura (KONTCHOU e GSCHWIND, 1999; BOTONI,
1996) também apresentados no item 4.6 do presente trabalho. Provavelmente, o
fator que influenciou a menor degradacéo do atrazine foi a baixa umidade do solo,
uma vez que esta tem grande influéncia na degradacdo dos agrotoxicos
(PEIXOTO, 1998) . Nesse estudo do tempo de contato, o solo foi mantido seco e
exposto ao ar livre enquanto que no item 4.6 estava umido, portanto favoravel a
reacoes principalmente de hidrolise e degradacao microbiolégica.

Para a realizacao do planejamento fatorial a faixa de tempo escolhida foi de

zero a quatro horas de contato entre os agrotoxicos e o solo.

41



Resultados e discussao

4.3.3. Efeito da agitagcdo mecanica e sonicagéo na eficiéncia da extracao dos
herbicidas

As interacdes entre as moléculas de herbicida e o solo ocorrem com maior
frequéncia na superficie das particulas de solo, entretanto estas interagcdes podem
ocorrer nos intersticios dessas particulas, nos locais denominados de microporos.
Deste modo, para uma eficiente extracdo dos agrotoxicos, € necessario que 0
solvente extrator tenha contato efetivo com as moléculas de triazinas.

No processo preliminar de otimizacdo da técnica de ESL-PBT, foram
avaliados os tempos de agitacdo mecanica e sonicacao durante o contato da
mistura extratora com o solo contaminado com os herbicidas. A agitacdo mecanica
tem sido empregada para auxiliar a extracdo de moléculas organicas de sélidos.
Entretanto, o banho ultra-sénico vem, nos ultimos anos, assumindo também esta
funcdo (SANTOS e CAPELO, 2007). Neste trabalho, foram avaliadas a agitacao
mecanica e a sonicacdo dos frascos contendo solo contaminado e solvente
extrator por tempos de 5, 15, 30, 60 e 1, 5, 15 e 30 minutos, respectivamente. Os
valores encontrados estdo apresentados nas Figuras 8 e 9 para atrazine e

ametryn, respectivamente.
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Figura 8. Efeito da agitacdo mecéanica ou ultra-som na porcentagem de

recuperacao do atrazine.
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Figura 9. Efeito da agitagdo mecéanica ou ultra-som na porcentagem de
recuperacao do ametryn.

As porcentagens de recuperacdo tanto do atrazine quanto do ametryn
foram melhores com a utilizacdo da agitacdo mecanica. Observou-se que a faixa
de recuperagdo dos agrotoxicos variou de 75 % a 97,9 % com o aumento da
tempo de agitacdo. Com a utilizacdo do banho ultra-sénico observou-se uma faixa
de recuperacdo bem mais baixa. Com o aumento do tempo de sonicacdo a
recuperacdo atingiu o maximo de 71 %, ap6s 30 minutos, indicando ser processo
pouco eficiente para os compostos estudados.

Os efeitos do ultra-som tém sido atribuidos a cavitacdo, definida como um
processo fisico em que numerosas bolhas minusculas de gas sédo produzidas. As
bolhas crescem, vibram e sofrem uma implosdo. Desta maneira, sdo consideradas
micro reacdes em que temperaturas perto de 5.000 °C e pressdes de 1.000 atm
podem ser alcancadas. A cavitacdo pode causar desagregacdo dos solidos
incluindo a ruptura das particulas, além de outras espécies quimicas que podem
ser formadas (SANTOS e CAPELO, 2007).
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A menor porcentagem de extracdo dos herbicidas no banho ultra-sénico em
comparacdo com a agitacdo mecanica, pode ser devida a degradacdo ou
volatilizacdo dos compostos de interesse, além de algumas variaveis no processo
de sonicacdo nao terem sido otimizadas. Variaveis como a temperatura,
viscosidade, volume de &agua, posicdo e quantidade dos frascos usados na
extracdo podem influenciar a extracdo dos herbicidas (NASCENTES et al., 2001).
Entretanto, estudos mais detalhados devem ser realizados para identificar as
causas da menor eficiéncia da homogeneizagcdo em ultra-som quando comparada
com a agitacdo mecanica.

Para avaliar o tempo de agitacdo entre os herbicidas e o solo, no

planejamento fatorial, foi realizada a agitacdo mecanica em 10, 30 e 50 minutos.

4.3.4. Planejamento fatorial na otimizagdo da técnica de ESL-PBT

Métodos estatisticos de planejamento experimental e otimizacao, tais como
planejamento fatorial e andlise de superficies de resposta, tém sido aplicados em
diversos sistemas, devido a capacidade de extrair informacdes relevantes de
sistemas que requerem um numero reduzido de experimentos (SCOTTI et al.,
2006).

O planejamento fatorial € empregado para se obter as melhores condi¢cdes
operacionais de um sistema sob estudo, realizando-se um numero menor de
experimentos quando comparado com 0 processo univariado de otimizagdo. O
planejamento fatorial permite medir as interacdes entre diferentes fatores e
quantificar a relevancia dos seus efeitos na resposta (BRASIL et al., 2007.).

A investigacdo de algumas variaveis, tais como a massa de solo (fixada em
2 g), modo de agitacdo (agitacdo mecanica), tempo de agitacdo e tempo de
contato, foram necesséarias para auxiliar na escolha de quais fatores e niveis
seriam estudados no planejamento estatistico da ESL-PBT. O planejamento

fatorial 33, descrito no item 3.4.2, foi desenvolvido e avaliou-se simultaneamente o
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efeito da variacdo do tempo de contato entre herbicidas e o solo (tc), tempo de
agitacdo mecanica (ta) e propor¢cdes entre os solventes (ps) na porcentagem de
recuperacdo de ametryn e atrazine. Os ensaios, realizados em duplicata, geraram
54 respostas que permitiram estimar 0s erros experimentais associados a
determinacao de cada resposta média. Com essas repeticdes foi possivel calcular
as porcentagens de recuperagdo médias, os efeitos de cada fator e as interacdes
entre os fatores na extracdo do atrazine e do ametryn, usando o0 programa
estatistico Statistica®

A partir do planejamento fatorial 3° foram construidas superficies de
respostas para extracdo de atrazine e do ametryn relacionando os fatores
estudados em seus diversos niveis que podem ser visualizadas nas Figuras 10
e 11.

Na Figura 10, observou-se porcentagem de recuperacdo maxima de 98,7 %
para atrazine quando o tempo de contato de 4 horas foi utilizado associado a 50
minutos de agitacdo. Com a diminuicdo do tempo de contato e tempo de agitacéo
observou-se a reducdo da recuperacdo do atrazine para proximo de 75%. As
diferentes proporc¢des entre 0s solventes na mistura extratora ndo proporcionaram
diferencas significativas nas porcentagens de recuperacao, e também nao houve

interacdo entre os niveis dos fatores avaliados.
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Figura 10. Superficie de resposta do planejamento fatorial 3* em que se avaliou,
em trés niveis, os efeitos do tempo de contato, tempo de agitacdo e

mantendo a proporcao de solventes fixas na extragdo de atrazine em
solo.

A Figura 11 apresenta a superficie de resposta do planejamento fatorial
para o ametryn. Como a variavel proporcdo entre solventes ndo promoveu
alteracdo significativa na porcentagem de extracdo a superficie de resposta foi
construida fixando esta variavel. Desta forma, resolveu-se fixar as proporcdes
entre agua:acetonitrila:acetato de etila em 4:6,5:1,5. Com a utilizacdo de 4 mL de
agua na mistura extratora, em detrimento de 3 mL das outras proporc¢des testadas,
ocorreu melhor separacéo entre o solo e as substancia de interesse presentes na
fase organica, apds a etapa de congelamento.

Com a utilizacdo de maior tempo de contato e maior tempo de agitacéo
observou-se uma 6tima porcentagem de recuperacao do ametryn, acima de 90 %.
No entanto, com o tempo de agitacdo de 30 minutos foi encontrada também 6tima

porcentagem de recuperacdo como pode ser observado na regido em vermelho
escuro da Figura 11.
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Figura 11. Superficie de resposta do planejamento fatorial 3* em que se avaliou,

em trés niveis, os efeitos do tempo de contato, tempo de agitacdo e

mantendo a propor¢cao de solventes fixas na extracdo de ametryn em
solo.

Devido as triazinas serem extraidas simultaneamente do solo, na
metodologia otimizada, fixou-se o tempo de contato em 4 horas e o tempo de
agitacdo em 50 minutos, pois embora o ametryn apresentasse a melhor
recuperacdo em 30 minutos de agitacdo ocorreria perda consideravel da
recuperacao do atrazine se esse tempo de agitagcao fosse utilizado.

Semelhante aos resultados encontrados para o atrazine no planejamento
experimental, ndo foi observado diferenca significativa na resposta entre as
interacBes dos niveis dos fatores estudados para o ametryn.

4.4. Determinacdo da concentracdo de atrazine e do ametryn em
produtos comerciais
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As concentragdes dos principios ativos nos produtos comerciais Siptran 500
e Metrimex 500 foram determinadas com o intuito de aplicar uma quantidade
conhecida no solo. Os produtos comerciais sdo liquidos e deveriam apresentar
concentracdo de 500 g L. Todavia apés submeter os produtos ao processo de
ELL-PBT descrito no item 3.6, realizou-se a quantificacdo dos herbicidas por
cromatografia gasosa. Os resultados mostraram que os teores dos principios
ativos na amostras dos produtos comerciais foram 477 g L e 479 g L™ para o
atrazine e o ametryn, respectivamente. Esses valores estao proximos de 95 % da
concentracdo apresentada no rotulo do produto e esse déficit pode estar
relacionado com a perda dos principios ativos por armazenagem ao longo do

tempo.

4.5. Validacao

Validar um método analitico € dar ao mesmo validade, credibilidade e
confianca. Como todo método apresenta limitacdes, o importante na validacdo é
conhecer essas limitacbes e assegurar que O sistema analitico apresente o
desempenho esperado adequado a qualidade pretendida, dentro desses limites
determinados no processo de validagdo (LANCAS, 2004).

4.5.1. Seletividade

7

A seletividade de um método analitico € a capacidade em determinar o
analito de maneira inequivoca na presenca de substancias como outros
ingredientes ativos, impurezas, produtos de degradacdo, susceptiveis a
interferirem na determinagcao (RIBANI et al., 2004). Neste trabalho, para avaliar

este parametro, cromatogramas dos extratos isentos de atrazine e ametryn foram
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comparados com extratos das matrizes de solo (Figura 12.) fortificadas com

5,0 mg kg destes herbicidas.
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Figura 12. (A) Cromatograma da separacdo dos compostos do extrato de uma
matriz de solo isenta de triazinas e (B) cromatograma da separacao
dos compostos do extrato de uma matriz fortificada com 5,0 mg kg™,
onde: tg=2,8 min: atrazine; tg = 3,6 min: ametryn; tg = 6,0 padréo

interno.

Observa-se na Figura 12 que o cromatograma referente ao branco da
matriz isenta de triazinas (A) ndo apresenta picos interferentes, principalmente nos
tempos de retencdo dos compostos de interesse. Além disso, o0s picos referentes
aos principios ativos e padrdo interno apresentam boa separacdo, simetria

adequada e, portanto uma 6tima seletividade.
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45.2. Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade é a capacidade do método fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma faixa de
aplicacdo (RIBANI et al., 2004). A faixa de trabalho foi determinada pelo
tratamento estatistico da curva analitica (Figura 13) construida pelo método de
padronizacao interna entre as concentracdes de 0,5 a 50 mg L™ dos herbicidas em
acetonitrila. Nao foi realizado o estudo da faixa linear para maiores concentracoes
das triazinas, pois a concentracdo de 50,0 mg L™ corresponde a aproximadamente

200 % da concentracdo maxima utilizada neste trabalho.

Atrazine
= Ametryn

Concentracdo / mg L™
Figura 13. Curvas analiticas dos herbicidas atrazine e ametryn em acetonitrila.
A equacdo da funcdo e os dados de correlacdo sdo apresentados na
tabela 3. Os coeficientes de correlacdo encontrados sdo maiores que 0,99 o que

caracteriza um ajuste ideal dos dados para a regressao linear de acordo com a
ANVISA (2003) e 0 INMETRO (2003).
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Tabela 3. Equacdes das retas e coeficientes de correlacdo obtidos para as

triazinas.
Triazina Equacéo r
Atrazine Y =0,1685x — 0,1753 0,997
Ametryn Y =0,1543x - 0,1172 0,995

De acordo com as equacOes das retas, o coeficiente angular da curva
referente ao atrazine é ligeiramente superior ao do ametryn, indicando maior
inclinacdo da curva analitica e consequentemente sensibilidade levemente maior
do detector (DIC), para este composto.

Com a utilizacdo do método de padronizacdo interna foi possivel obter
melhores resultados em comparacdo com a padronizacdo externa. Pequenas
variacGes de injecdo ou no equipamento, como volume de amostra injetado, fluxo
do gas de arraste e temperatura da coluna, foram minimizados. O bifentryn foi
utilizado como padrao interno, uma vez que apresenta caracteristicas ideais como,
nao reagir com a substancia ou outro componente da matriz, ndo fazer parte da

amostra e ndo ter o mesmo tempo de retencdo dos analitos.

4.5.3. Limite de deteccéao e limite de quantificacéo

O limite de deteccéo (LD) corresponde a menor concentracdo da substancia
de interesse que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada
como valor exato. O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor
concentracdo da substancia de interesse que pode ser quantificada com exatidao
(INMETRO, 2003).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados pelo método da
relacdo sinal-ruido, em que LD encontrado foi a concentracdo que proporcionou
um sinal trés vezes maior que o ruido médio do aparelho e o LQ um sinal dez

vezes maior que esse ruido.
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Na Figura 14 pode-se visualizar o sinal referente ao ruido do aparelho, que
€ a altura da resposta do detector em um cromatograma referente ao branco da
matriz de solo isenta de triazinas (A), e 0s picos correspondentes aos principios

ativos em concentracdo de 0,1 mg kg ~* (B).

Resposta do detector

Tempo / min

Figura 14. (A) Cromatograma do extrato de uma matriz de solo isenta de triazinas
e (B) cromatograma do extrato de uma matriz fortificada com 0,1 mg

kg™, onde: tg = 2,8 min: atrazine; tg = 3,6 min: ametryn.

Na Figura 14 observa-se que 0s picos de atrazine e ametryn estdo
aproximadamente trés vezes maiores que o ruido do aparelho, deste modo o LD
foi estabelecido em 0,1 mg kg e 0 LQ em 0,33 mg kg™.

Os limites de quantificacdo e deteccdo do método para as triazinas foram
de 0,17 ppm e 0,05 ppm, respectivamente. Esses valores foram calculados com
base no LQ e LD do aparelho, uma vez que o método apresenta concentracao de
duas vezes sendo 1 mL de extrato recuperado para cada amostra de 2 g de solo.
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45.4. Precisao

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de varios resultados
obtidos para uma mesma amostra (LANCAS, 2004). Ela foi considerada em dois

niveis: repetitividade e preciséo intermediaria

4.5.4.1. Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicfes
sucessivas por um mesmo método sob as mesmas condicbes de medicdo. Ela
pode ser expressa guantitativamente em termos da caracteristica de disperséo
dos resultados determinada pelo desvio padrdao de sete repeticbes ou mais
(INMETRO, 2003).

Os extratos de solo contendo atrazine e ametryn numa concentracdo de
10 mg L™, apresentaram porcentagem de recuperacdo de 98,63 + 2,15% e
93,40 + 2,63 %, o que corresponde a um coeficiente de variacdo de 2,18 % e
2,88 % para atrazine e ametryn, respectivamente. Estes valores de coeficientes de
variacdo encontrados foram inferiores a 3,0 % que indicam boa repetitividade de
acordo com Ribani et al. (2004), que considera aceito valores de desvio padrao
relativo de até 2 % para métodos que quantificam compostos em macro
quantidades e 20 % para métodos de andlises de tracos, dependendo da
complexidade da amostra.

A utilizagdo da padronizagdo interna contribuiu para os baixos valores
dos coeficientes de variacdo, principalmente para a matriz de solo que é

considerada uma matriz complexa.

45.4.2. Precisao intermediaria

Este pardmetro analitico refere-se as variagdes ocorridas dentro de um
mesmo laboratorio quando um ou mais fatores importantes sdo modificados, como

diferentes analistas, diferentes dias ou diferentes equipamentos. Esta medida de

53



Resultados e discussao

precisdo do método é reconhecida como a mais representativa da variabilidade
dos resultados em um laboratério e é mais aconselhavel de se usar (RIBANI et al.,
2004).

Para a avaliacdo da precisao intermediaria do método de ESL-PBT foram
analisados trés extratos de solo em diferentes dias, 1°, 7°, e 30° e os valores da
porcentagem de recuperacdo e coeficiente de variacdo sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagens de extracdo e coeficientes de variacdo obtidos em

diferentes dias para os herbicidas atrazine e ametryn.

Matriz Primeiro dia Sétimo dia Trigésimo dia
%R %R %R CVv
Atrazine 98,9+ 3,2 98,3+1,3 98,4+25 2,5
solo Ametryn 92,8+1,6 94,7+11 93,7+ 2,2 2,0

Observa-se (Tabela 4) que os valores do coeficiente de variacédo
encontrados para os herbicidas no solo sdo menores que 2,5 %, indicando que o

método ESL-PBT apresenta boa preciséo intermediaria.

4.5.5. Exatidao

Existem varios processos para avaliar a exatiddo de um método, como o
emprego dos materiais de referéncia, a comparacdo de métodos, e 0s ensaios de
recuperacdo. Neste trabalho, foi realizado o ensaio de recuperagao, o qual se
baseia no fator de recuperacdo (R) que € definido como a proporcao da
quantidade de substancia de interesse, previamente adicionada a matriz, que é
extraida e passivel de ser analisada (INMETRO, 2003). A exatiddo de um método
representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em
um ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro (INMETRO, 2003).

Na avaliacdo deste parametro analitico, foi realizado um ensaio de

recuperacao em gue os extratos obtidos apresentavam concentracéao de 0,5, 1,0 e
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5,0 mg L™ que sdo aproximadamente 1, 3 e 15 vezes o limite de quantificacdo. A
porcentagem de recuperacédo (R) e o coeficiente de variacdo sao indicados na
tabela 5.

Tabela 5. Avaliacdo da exatiddo do método de ESL-PBT, para os ensaios de

recuperacéo e coeficiente de variagao.

Matriz Concentracdo mg L™
0,5 1,0 5,0

%R Cv %R Cv %R Cv

Atrazine 105,8 8,1 99,7 3,7 99,04 2.4
Ametryn 103,7 6,2 97,3 5,0 94,7 3,0

solo

As porcentagens de recuperacdes encontradas estao entre 94,7 e 105,8 %,
com maior dispersdo da recuperacédo, coeficientes de variacdo de 6,2 e 8,1 %,
para 0s extratos que apresentam concentracées mais baixas (0,5 mg L™) em
comparagdo com 0s extratos na concentracdo de 5,0mg L*. Como as
concentracdes dos extratos, 0,5 e 1,0 mg L™, estdo muito préximas do LQ é
aceitavel ocorrerem tais resultados.

De acordo com o GARP (1999), os intervalos de recuperacdo e o
coeficiente de variacdo encontrados sdo aceitaveis, uma vez que consideram
valores de recuperacdo entre 70 e 120 %, com coeficiente de variacdo de até
20 % e, ainda, dependendo da complexidade da amostra de 50 a 120 % com

variacdo de 15 %.

4.6. Avaliagcdo da estabilidade do atrazine e do ametryn na

presenca e auséncia de radiagao solar
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A estabilidade dos agroquimicos, em Latossolo Vermelho-Amarelo com a
umidade ajustada na capacidade de campo, foi estudada durante um periodo de
90 dias. Duas situagdes foram investigadas simultaneamente: solo deixado a
sombra sem a incidéncia direta de luz solar e solo exposto durante todo o dia as
radiacfes solares.

As Figuras 15 e 16 mostram as porcentagens dos defensivos agricolas que
foram detectadas em relacdo a quantidade aplicada no solo (item 3.10), ao longo
do tempo. Os valores de porcentagens apresentados nos gréaficos foram
calculados apés ser determinada o teor de umidade das amostras de solo que

foram submetidas ao processo de ESL-PBT e quantificacdo por cromatografia
gasosa-DIC.
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Figura 15. Porcentagens relativas do atrazine encontradas nas amostras de solo,

ao longo de 90 dias, expostos ou ndo a radiacéo solar direta.

Pelos resultados apresentados na Figura 15, observa-se rapida diminuicao
da quantidade do atrazine, tanto sob efeito da radiacdo solar quanto protegido

dessa radiacdo. Quantidades relativas proximas a 90 % da quantidade total
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aplicada foram obtidas para o tempo de O dias, que correspondeu a 12 horas de
incubacdo. Com 20 dias de incubacado, apenas cerca de 50 % da quantidade
inicial do atrazine foi encontrada no solo a sombra. Essas quantidades ficaram
abaixo dos limites de deteccdo do método com 90 dias de experimento.

Observa-se também, que ap6s dez dias de incubacdo a quantidade de
atrazine na amostra de solo que recebeu radiacdo solar teve queda mais
acentuada. A quantidade relativa detectada na amostra de solo sob a agao da luz
solar apos todo o dia foi de 61,94 % enquanto que no solo abrigado da luz foi
detectado 64,24 %. Esse comportamento foi observado até 60 dias de
experimento, periodo que corresponde a degradacdo total do herbicida na
presenca de radiacdo solar. No periodo de 20 a 60 dias de incubagdo ocorreram
as maiores diferencas entre as quantidades de atrazine nas duas situacdes
estudadas. Essa diferenca pode estar relacionada com a fotodegradacdo do
atrazine, que pode ocorrer por reacdes de dealquilacdo ou por dealogenacao, bem
como a maior atividade microbiana. De acordo com Pakacova et al. (1996),
Schmitt et al. (1995), Kiss et al. ( 2007), Lanyi e Dinya (2003), o atrazine sofre uma
rapida decomposicdo uma vez que absorve energia na regido ultra violeta da luz
solar. Todavia, outras varidveis como biomassa microbiana do solo também
podem ser alteradas com a presenca de luz promovendo uma degradacdo mais
rapida desse herbicida.

Os dados de degradacdo de atrazine encontrados na literatura sdo muito
variaveis, encontrando-se periodos de meia-vida de poucos dias até por volta de
um ano. De acordo com Kontchou e Gschwind (1999), que estudaram a
mineralizacdo do atrazine em varios tipos de solo inoculado com uma linhagem de
Peudomonas (YAYAG6) tendo o atrazine como unica fonte de carbono, apds 50
dias de incubacdo houve degradacdo de 50 % da molécula. Botonni (1996)
encontrou degradacao de 45 % de atrazine em 23 dias de incubacdo no solo,
ajustando a umidade de 22 % (m/m) em dois ou trés dias.

Segundo Eisler (1989) a meia-vida do atrazine pode variar de 20 a 385 dias
em solo e os fatores que podem acelerar a degradacdo sdo, a alta umidade,

temperaturas elevadas, altas porcentagens de matéria organica, alta densidade
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microbiana, alta incidéncia de raios ultra-violeta, pH baixo e disponibilidade deste
herbicida nas camadas superficiais do solo.

Os célculos do tempo de meia-vida foram realizados utilizando-se a
equacao t %2 = 0,693 / K, em que K é a constante de degradacdo. Essa constante
foi calculada pela expresséo In Co / C; = K * t, em que Cy € a concentracao inicial
do herbicida; C; € a concentracdo no tempo (t); e K a constante de degradacgéo
(SILVA e SILVA, 2007).

O atrazine apresentou baixa persisténcia no Latossolo Vermelho-Amarelo, a
meia-vida foi estabelecida em aproximadamente 19 dias no solo a sombra e em
10 dias ao sol. As caracteristicas do solo e as condicbes de estudo para a
estabilidade dos agroquimicos favoreceram a ampla degradacdo deste defensivo
agricola, uma vez que apresentaram os fatores citados por Eisler (1989) que
aceleram a degradacédo, tais como: alta umidade, visto que a umidade era
ajustada em 27 % m/m em dois ou trés dias; altas temperaturas, devido ao clima
tropical imido na regido do pais onde foi realizado o experimento; pH20) do solo
abaixo de 5, que é considerado baixo e matéria organica em torno de 5,9 % (m/m),
considerada alta.

Sorenson et al. (1993); Stolp e Shea (1995) e Vanderheyden et al. (1997),
citados por PEIXOTO (1998) afirmam que o metabolismo microbiano é um dos
mecanismos de degradacdo do atrazine no solo, entretanto a hidrélise quimica
responsavel pela formacdo do metabdlito hidroxyatrazine também €& importante
nesse processo. Best e Weber (1974) tentaram elucidar as causas primarias da
dissipacéo do atrazine e prometrine em dois solos com diferentes valores de pH
(5,5 e 7,5), eles verificaram que a degradacao foi o principal modo de dissipacao
para as duas moléculas. No caso do atrazine, a degradacéo foi principalmente por
processo nédo bioldgico, e maior no solo com menor pH. Em condi¢cdes de pH mais
elevado, a degradacéao foi prejudicada como resultado da alta saturacao em bases
e baixa concentracdo de hidrogénio nos coléides do solo.

Segundo Peixoto (1998) com o aumento da matéria organica do solo e
diminuicdo do pH ocorre aumento da hidrélise do atrazine que é resultado da

protonacdo do anel ou cadeia lateral, seguida da clivagem da ligagdo C-Cl pela
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molécula de agua. A protonacdo do N resulta em deficiéncia de elétrons do
carbono ligado ao cloro, aumentando a tendéncia de deslocamento nucleofilico do
cloro pela 4gua. A funcdo da matéria organica é, por outro lado, catalisar a
hidrélise pela adsorcéo do atrazine, que € o resultado da ligacdo do H com o N do
anel ou cadeia lateral e grupos acidos fracos da matéria organica. Esse H pode
aumentar a deficiéncia de elétrons ao redor do atomo de cloro e, desta forma,
aumentar a tendéncia de ataque da agua, incrementando a taxa de hidrolise.

Na Figura 16 estdo as quantidades relativas do ametryn que foram
detectadas em relacédo a quantidade aplicada no solo ao longo do tempo.
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Figura 16. Porcentagens relativas do ametryn encontradas nas amostras de solo,

ao longo de 90 dias, expostos ou ndo a radiagdo solar.

Observa-se que a quantidade de ametryn diminui lentamente ao longo do
tempo. A partir do 10° dia de incubacéo, foi observado diferenca entre as duas

situacdes em estudo, de exposicdo e ndo exposicdo a radiacdo solar, que se

prolongou até o final do experimento. Aos 90 dias, ainda restavam no solo exposto
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a luz solar 65 % da concentracao inicial e no solo encoberto da luz, 77 % dessa
concentragéo.

O ametryn apresentou baixa taxa de dissipacédo no solo, sua meia-vida foi
calculada em 187 dias no solo a sombra e em 144 dias ao sol. Estes valores estéo
de acordo com a literatura, pois estudos realizados mostraram alta persisténcia
deste composto no solo.

Vivian (2006), avaliando o comportamento do ametryn no cultivo de
cana-de-acucar e no solo, encontrou a presenca de residuos deste defensivo
agricola em tempo superior a 180 dias apés aplicacdo. Lanchote et al. (2000)
detectaram residuos de ametryn na maioria das amostras de aguas coletadas nas
regides de cultivo de cana-de-agucar, no Brasil. Segundo Prata et al. (2001), os
quais realizaram estudos de sor¢cdo e degradacdo de ametryn em solos com a
aplicacdo de vinhaca, a baixa taxa de mineralizagcdo do ametryn, juntamente ao
fato de ndo ser metabolizado, aumenta sua persisténcia no solo demandando
atencdo do comportamento dessa molécula em relagdo aos provaveis problemas
ambientais.

De acordo com Kontchou e Gschwind (1999), que estudaram a
biodegradacdo de s-triazinas em uma comunidade de bactérias, o atrazine
apresentou rapida degradacdo sendo totalmente degradado em dois dias de
experimento, enquanto o ametryn, apenas 30 % havia sido degradado em 16 dias.
Possivelmente, porque a grande eletronegatividade do grupo tiometil aumenta a
estabilidade das s-triazinas. Dessa forma, a mais baixa sensibilidade a
fotodecomposicdo do ametryn em comparacao ao atrazine pode estar relacionada
também a sua maior estabilidade.

Outros fatores que estdo associados com a velocidade de dissipacédo de
moléculas organicas no solo sao a disponibilidade das moléculas de agrotoxicos e
a populagédo microbiana no solo. De acordo com Prata e Lavorenti (2000) o alto
teor de matéria organica e argila no solo podem diminuir a degradacédo dos
pesticidas devido a estes materiais apresentarem alta superficie especifica e
grande numero de cargas nhegativas na superficie. Deste modo, eles tém a

capacidade de adsorver as moléculas organicas de agroquimicos,

60



Resultados e discussao

indisponibilizando-as. Com relagdo a populacdo microbiana, se o pesticida pode
ser degradado por uma vasta populacdo microbiana do solo, existe alta correlagéao
entre biomassa e taxa de degradag&o. Entretanto, se somente uma pequena
porcado da biomassa pode atacar o composto, a taxa de degradacédo e dissipacéo
sera pequena (PEIXOTO, 1998).

4.7. Estudo da percolacédo de atrazine e ametryn

A avaliacdo da percolacdo dos agroquimicos foi realizada em colunas de
lixiviagdo. Foram construidas 40 colunas as quais foram preenchidas com solo,
procurando reproduzir a mesma compactacdo do solo no campo. Sobre 30
colunas foram aplicados os produtos Siptran 500 (atrazine) e Metrimex 500
(ametryn). As outras 10 colunas em que nao foram aplicados os herbicidas foram
considerados como o0s controles. A cada dez dias, 469 mL de &gua foram
aplicados em cada coluna e retiradas 4 colunas do experimento, trés em que 0s
herbicidas foram aplicados e um controle. Cada coluna foi desmontada em trés
partes, 0 a5 cm, 5a 10 cm e 10 a 15 cm, em cada uma delas os agroquimicos
foram extraidos e analisados. A agua que percolou as colunas também foi
analisada, possibilitando o estudo da percolagédo em diferentes profundidades e na

agua percolada

4.7.1 Quantificacao do atrazine e ametryn na profundidade de 0 a5 cm

O experimento desenvolvido em laboratorio teve a finalidade de reproduzir
as condicdes de campo, deste modo foram realizadas adi¢cdes de dgua destilada
no topo das colunas em quantidades semelhantes ao que deveria atingir o solo no
periodo de aplicacdo dos herbicidas nas culturas. O estudo do movimento dos

agrotoxicos foi realizado pelo monitoramento em diferentes profundidades ao
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longo de 90 dias. Na Figura 17 podem ser visualizados os resultados encontrados
para 0 ametryn e atrazine na camada mais superficial do solo de 0 a 5 cm. As
concentracbes dos defensivos agricolas detectadas foram transformadas para

porcentagem em massa da quantidade inicial aplicada.
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Figura 17. Porcentagem de ametryn e de atrazine detectada no solo, em

profundidade de 0 a 5 cm ao longo de 90 dias.

Observa-se, Figura 17, que ocorre diminuicdo significativa da quantidade de
ametryn e de atrazine detectadas ao longo do tempo. Para o atrazine, essa
diminuicdo é mais acentuada do que para o ametryn em todas as analises
realizadas. Valores de atrazine e de ametryn préximos, respectivamente, a 60 % e
80 % da quantidade inicialmente aplicada foram encontrados na camada superior
de solo na primeira etapa, que correspondeu a aproximadamente 24 horas apés a
primeira simulacdo de chuva. Apos 90 dias de simulacdo de chuva, a quantidade
de atrazine detectada foi inferior a 5 % enquanto o ametryn ainda apresentava
33% da quantidade inicial aplicada. Essa diminuicdo da quantidade de
agroquimicos detectada €, em sua maior parte, resultado da degradacao

(fotodegradacado, biotica ou abidtica), e também resultado da volatilizacéo,
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formacdo de compostos ndo extraiveis entre herbicida e solo, além da quantidade
gue percolou para as camadas mais profundas do solo.

As caracteristicas do Latossolo Vermelho-Amarelo como alta porcentagem
de matéria organica (5,9 %) e baixo valor de pH (4,7), contribuiram para uma
grande retencao dos herbicidas na camada de 0 a 5 cm. Dentre os componentes
do solo, os principais sitios de adsorcao para os herbicidas bésicos sdo a matéria
organica (VIVIAN et al., 2007 a). Segundo EMBRAPA (1996) a matéria organica
mais oxidada como os &cidos humicos, sdo responsaveis por até 70 % da sorcéo
do atrazine no solo.

Nos solos brasileiros o pH também contribui na adsorcédo dos agrotoxicos.
O predominio de caulinita e oxidos de ferro e aluminio (goethita, hematita e
gibbsita) nesta fracdo do solo podem apresentar cargas dependentes do pH em
sua superficie, pela protonacao e desprotonacdo dos grupamentos hidroxilas das
bordas, provocando a retencao dos herbicidas (FONTES et al., 2001). Em valores
de pH baixo, o atrazine e o ametryn podem receber um ion hidrogénio no
nitrogénio do anel heterociclico sendo adsorvidas as superficies negativas das
particulas de solo.

Quanto menor o pH do solo, no caso do atrazine e do ametryn, mais
protonadas vao estar as moléculas destes herbicidas apresentando cargas
positivas, as quais sdo mais fortemente sorvidas pelas particulas de argila e
matéria organica do solo que possuem cargas predominantemente negativas.

Weber (1970) observou que a sorcdo do atrazine aumenta com a
diminuicdo do pH, alcangcando valores méaximos proximos ao valor do pK,, que
para o atrazine é 1,70. Para o ametryn comportamento semelhante deve ocorrer,
uma vez que este principio ativo também € um herbicida com caracteristicas de
uma base fraca como o atrazine e tem pK, de 4,1.

A maior retencéo dos herbicidas na primeira camada de solo esta de acordo
com os resultados da literatura. Vivian, 2006 detectou a maior parte de ametryn
aplicada no solo na camada de 0 a 10 cm, entretanto foi encontrado também
residuos na camada de 10 a 20 cm em periodo superior a 180 dias apos a

aplicacdo. Maiores capacidades de adsorcdo para o ametryn também foram
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encontradas por este autor em solos que apresentavam altos teores de matéria
organica e argila, enquanto solos com baixos teores desses constituintes
apresentaram capacidade pequena de adsorcdo, caracterizando alta
potencialidade de contaminacdo das aguas subterrdneas. Resultados
semelhantes foram encontrados por Abate et al. (2004) para o atrazine.

Devido ao solo em estudo apresentar um pHagua igual a 4,73 muito proximo
do pK, do ametryn que € de 4,1, este favorece em maior intensidade a sor¢ao do
ametryn em relacdo ao atrazine. Assim, este fato ajuda a elucidar a maior
persisténcia, menor degradacdo do ametryn em comparacdo com a atrazine, uma

vez que estando mais adsorvido, a molécula pode ter sua degradacéao dificultada.

4.7.2 Quantificacdo do atrazine e ametryn na profundidade de 5a 10 cm

Na Figura 18 observa-se os valores das porcentagens relativas dos
agrotoxicos atrazine e ametryn quantificados por cromatografia gasosa na

segunda camada de solo (5 a 10 cm de profundidade).

14 Hl Ametryn
B Atrazine

12

10

% em massa do analito

0 20 40 60 80
tempo / dias

Figura 18: Porcentagem relativa de ametryn e atrazine no solo, em profundidade

de 5a 10 cm ao longo de 90 dias.
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Verifica-se (Figura 18) que a porcentagem detectada ndo ultrapassou 9 %
da quantidade aplicada para nenhuma das triazinas. Todavia, aos 30 dias ap6s a
aplicacdo dos herbicidas, a porcentagem maxima de atrazine correspondem a
7,64 % e a porcentagem maxima de ametryn foi de 8,78 % em 50 dias. Para o
atrazine, existe tendéncia de aumento da quantidade até o 30° dia. ApGs esse
periodo verificou-se diminuicdo, sendo encontrado atrazine até o 70° dia de
monitoramento. Isto indica que apos 80 e 90 dias de aplicagdo o principio ativo
nao atingiu a segunda camada em concentragdo acima do limite de quantificacdo
do método.

Quanto ao ametryn este apresentou comportamento semelhante ao
atrazine, com uma tendéncia de aumento da quantidade detectada até 50 dias
apoés sua aplicacdo, ocorrendo diminuicdo brusca em 60 dias e aumentando
novamente aos 90 dias de monitoramento. Foi observado a presenca de ametryn
em todas as amostras da segunda camada de solo, evidenciando sua mobilidade
para essa camada.

De acordo com os valores intermediarios de Ko, (coeficiente de particdo
entre octanol e agua) para o atrazine e o ametryn, 481 e 427 respectivamente, 0s
herbicidas ndo apresentam caracteristicas extremas de compostos hidrofilicos ou
lipofilicos, assim eles podem apresentar mobilidade intermediaria no solo. O
atrazine e ametryn ndo sao totalmente adsorvidas ao solo, ndo tendo uma
capacidade muito grande de adsorcdo aos compostos organicos do solo
(caracteristica de compostos lipofilicos) e também n&o tém grande afinidade pela

solucao do solo (caracteristica de compostos hidrofilicos).

4.7.3 Quantificacdo do atrazine e ametryn na profundidade de 10 a 15 cm

As quantidades de agrotoxicos encontrados na terceira camada de solo, ao

longo de 90 dias, podem ser visualizadas na Figura 19.
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Figura 19. Porcentagem de ametryn e atrazine detectadas no solo, em
profundidade de 10 a 15 cm ao longo de 90 dias.

Verifica-se (Figura 19) que valores inferiores a 3 % da quantidade total de
atrazine foram encontrados em 10, 20 e 30 dias ap6s sua aplicagdo. Para o
ametryn foram encontrados valores inferiores a 5 % do total aplicado até 50 dias
de incubacdo. Em 60 e 70 dias a concentracdo de ametryn foi inferior ao limite de
deteccdo do método, pois pode ter havido dessorcao, voltando a ser quantificado
em 80 e 90 dias apOs sua aplicacdo. Foi observado, na terceira camada, de
maneira geral tendéncia no aparecimento tanto de atrazine quanto de ametryn nas
analises referentes aos dias que foram encontradas as maiores concentracdes
desses principios ativos na segunda camada de solo (Figura 18). O aparecimento
dos herbicidas na terceira camada de solo € um indicio de que os compostos
estudados séo potenciais contaminantes das dguas subterraneas.

No campo, quando encontra-se agrotoxicos em camadas mais profundas
de solo atribui-se a eles grande perigo de contaminacéo de lencadis freaticos, uma
vez que existe tendéncia de que os herbicidas se tornem mais persistentes e
méveis no solo a medida que a profundidade aumenta. Com a maior profundidade
nos solos, estes apresentam menor teor de matéria organica e deste modo a

adsorcdo das moléculas herbicidas pelas particulas de solo é diminuida (VIVIAN
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et al., 2007). Também, a degradacdo microbioldgica e a fotodegradacdo séo

reduzidas em horizontes mais profundos no solo.

4.7.4 Quantificacdo do atrazine e ametryn na agua percolada

Além do aparecimento dos herbicidas na segunda e terceira camada de
solo, a presenca destes na agua percolada indica também a possibilidade de
contaminacdo dos lencéis de agua, em regifes onde eles sdo aplicados. Na
Figura 20 estdo representados os valores de atrazine e ametryn encontrados na
agua que percolou as colunas, apdés submeter a amostra a ELL-PBT e analise por

cromatografia gasosa-DIC.

Hl Ametryn
I Atrazine

% em massa do analito

0 20 40 60 80
tempo / dias

Figura 20. Porcentagem relativa de ametryn e atrazine detectadas na &gua

percolada ao longo de 90 dias.

No tempo de O e 10 dias apos a aplicagdo dos herbicidas observou-se a
presenca de atrazine e ametryn, a qual foi diminuindo até o 50° dia de
experimento. Apés esse periodo, a quantidade de atrazine e ametryn na agua
percolada foi inferior ao limite de quantificacdo e apenas no 90° dia o ametryn foi

guantificado em 1,55 %.
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A presenca do ametryn no 90° dia na agua percolada pode ser explicada
pela tendéncia no aumento das quantidades detectadas de ametryn na segunda
camada a partir de 60 dias e na terceira camada em 80 e 90 dias de experimento.
Deste modo, o ametryn se movimentou a partir da segunda e terceira camadas
para a agua percolada no 90° dia de experimento, indicando o perigo de
contaminacgdo dos lengdis de agua subterranea pelo ametryn.

A presenca das triazinas na 4gua percolada até o quadragésimo dia, pode
ser resultado da percolacdo das moléculas que nao tiveram tempo suficiente para
se adsorverem ao solo entre a sua aplicacdo e a simulacdo da 12 chuva. Os
produtos comerciais contendo ametryn e atrazine foram aplicados nas colunas de
percolacdo e em seguida foi realizada a primeira simulagdo de chuva, com a
adicdo de 469 mL de agua em cada coluna.

A movimentacdo das triazinas para profundidades superiores a 15 cm de
solo nas colunas foi resultado da sua distribuicdo entre as particulas e a a4gua do
solo e também do tempo de meia-vida dos compostos, considerado alto em
especial no caso do ametryn.

4.7.5. Quantificacdo da percolagédo geral do atrazine e ametryn

Nas Figuras 21 e 22 podem ser visualizados o comportamento geral do
atrazine e do ametryn ao logo do perfil de um Latossolo Vermelho-Amarelo
durante o periodo de 90 dias. Foram dispostos nas Figuras 21 e 22 as
porcentagens relativas de atrazine e ametryn detectadas na primeira, segunda,
terceira camada de solo, agua percolada e a quantidade que néao foi extraida do
solo. A quantidade que ndo foi extraida é correspondente a parte que foi
degradada por microorganismos, oxidacdo, hidrélise, fotodegradacdo, possivel
volatilizacdo das moléculas e ainda o que foi adsorvido no solo e nao foi passivel
de ser extraido. A quantidade ndo extraida foi obtida pela diferenga entre o total
aplicado (100 %) e a quantidade detectada nas colunas e na agua percolada ao

longo do tempo.
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A guantidade de ametryn que foi quantificada no 60° e 70° dia foi inferior ao

quantificado no 80° e 90° dia, essa diferenca estd relacionada com erros

experimentais no desenvolvimento do experimento.

‘ O1°anel @2°anel O3°anel O4gua percolada M quantidade degradada ‘

100% -
90% -|
80% -

70% -
60% +— |

50% -|
40% -
30% |
20% +—

% em massa do analito

10% +—

0%

20 30

50 60 70 80 90

40

tempo / dias

FIGURA 21. Porcentagem de atrazine detectada em relacdo a quantidade total

aplicada ao longo de 90 dias na primeira, segunda, terceira camada

de solo, agua percolada e também a quantidade ndo extraida.

4‘ O1° camada M 2% camada [03° camada [ dgua percolada M quantidade degradada L
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FIGURA 22. Porcentagem de ametryn detectada em relagdo a quantidade total

aplicada ao longo de 90 dias na primeira, segunda, terceira camada

de solo, agua percolada e também a quantidade néo extraida.
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Existem alguns modelos empiricos que buscam prever o potencial dos
agrotoxicos de contaminagdo dos rios, lagos e 4guas subterrdneas (SILVA e
SILVA, 2007). Cohen et al. (1984) propuseram uma relacdo entre o coeficiente de
sorcdo normalizado para teor de carbono orgéanico do solo (Koc) e a meia-vida
(t ) dos herbicidas, para classifica-los como lixiviaveis (Koc < 300 L kg™t e t ¥ >
21 dias) e n&o lixiviaveis (Koc > 500 L kg™ e t ¥ < 14). Em 1986, Widerson e Kim
(1986) simplificaram essa caracterizacdo e definiram que os herbicidas que
possuissem valor de Koc menor que 512 (L kg™) e meia-vida superior a 11 dias
seriam classificados como lixiviaveis. Esse critério é ainda utilizado pelo California
Department of Food and Agriculture (CDFA) (SILVA e SILVA, 2007).

Entre os critérios mais divulgados e aceitos para a classificacdo de
herbicidas, conforme seu potencial de lixiviagdo, estd o indice GUS (Groundwater
UbiquitScore), proposto por Gustafson (1989), cuja equacdo estabelece que
herbicidas com indice GUS<1,8 sédo considerados como néo-lixividveis, ao passo
que indices superiores a 2,8 representam produtos lixiviaveis. Aqueles com

valores entre 1,8 e 2,8 sdo considerados de potencial lixiviador intermediério.

GUS = logt¥z * (4 - log Koc)

A equacao utiliza os valores de meia-vida (t ¥2) do herbicida e o coeficiente
de sorcdo normalizado para teor de carbono orgénico do solo (Koc), sendo
utilizada em inimeros estudos que buscam relacionar o potencial de lixiviacdo dos
herbicidas no solo com a contaminacédo de lencéis freaticos.

Considerando os resultados obtidos neste trabalho verificou-se que o tempo
de meia-vida no solo foi de 16 e 69 dias para o atrazine e o ametryn,
respectivamente nas colunas de percolacdo. Associando esses dados a um
modelo tedrico para o calculo do Kd (coeficiente de distribuicdo do composto entre
as particulas e a agua do solo) foi estabelecido por Briggs (1981), que relaciona o
valor de K, (coeficiente de particdo do composto entre octanol e agua) e a
porcentagem de matéria organica do solo. Log Kq = 0,52 log Kow + 0,62 + log

(MO/100). Como os valores de Ky, sdo 481 e 427 para atrazine e ametryn
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respectivamente e a porcentagem de matéria organica do solo em estudo foi de
5,9 %, 0 K4 foi estimado em 6,10 e 5,74 para atrazine e ametryn, respectivamente.

Com o valor de Ky, € possivel calcular também o valor de Ko, (coeficiente
de sorcdo normalizado pelo conteuddo de carbono organico no solo),
Koc = 100 * Ky4/ foc, €em que foc € quantidade de carbono organico do solo. Para a
atrazine o K, foi de 167 e de 178 para o ametryn.

O indice de GUS foi calculado pela equacdo GUS = logt¥z * (4 - log Koc) e
0s resultados sdo, GUS = 2,13 para o atrazine e 3,27 para 0 ametryn.

A tabela 6 resume os valores calculados de meia vida, Ko, € GUS e
relaciona com os modelos desenvolvidos por alguns autores para estimar se séo

lixiviAveis ou nao.

Tabela 6. Classificacdo do atrazine e ametryn quanto a lixiviabilidade.

t%2 Koc GUS Cohen Widerson Gustafson
(dias) e Kim
Atrazine 16 167 2,13 Intermediario lixiviaveis médio
Ametryn 69 178 3,27 lixiviadores lixiviaveis lixiviaveis

De acordo com os valores encontrados para o atrazine ele é considerado
de intermediaria lixiviabilidade, segundo os critérios de Cohen (1984), uma vez
que apresenta tempo de meia-vida entre 14 e 21 dias e com relacdo ao valor
Koc = 167 é considerado lixiviavel. Segundo os critérios de Widerson e Kim (1986)
0 atrazine é lixiviavel tanto em relagdo a meia-vida quanto em relagédo ao valor de
Koc . Considerando Gustafson (1989), o atrazine € mediamente lixiviavel por
apresentar o valor de GUS = 2,13 que é intermediario a 1,8 e 2,8.

O ametryn foi considerado lixiviavel de acordo com os critérios de todos os
autores citados na tabela 6, principalmente por sua grande persisténcia no

ambiente, apresentando tempo de meia-vida de 69 dias.
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5. CONCLUSOES

A mobilidade dos herbicidas ametryn e atrazine foi avaliada no perfil de um
Latossolo Vermelho-Amarelo por um periodo de 90 dias. Para a quantificacdo dos
herbicidas nas colunas de percolacédo ao longo de 90 dias, a técnica de extracdo
sélido-liqguido com particdo em baixa temperatura foi previamente otimizada e
validada.

Na otimizacdo da técnica de extracdo, parametros como a massa de solo,
tempo de contato dos ingredientes ativos com o solo, tempo de extracdo em ultra-
som ou agitador mecénico foram avaliados individualmente e em seguida foi
realizado um planejamento experimental que possibilitou identificar quais fatores
estudados influenciaram de forma significativa na resposta. Porcentagens de
recuperacdo de 98 % para o atrazine e 93 % para o ametryn foram obtidos
confirmando a eficiéncia da técnica de ESL-PBT. Além disso, a ESL-PBT
apresentou baixo consumo de solventes e ndo necessitou de etapas de
purificacdo para a andlise dos extratos por cromatografia gasosa com deteccéo
por DIC.

ApoOs a otimizacdo da ESL-PBT foi realizada a validacdo da técnica, em que
algumas caracteristicas de desempenho foram avaliadas, indicando que a técnica
é eficiente na extracdo de atrazine e ametryn em solos. Foram encontradas
guantidades de atrazine e ametryn em todas as camadas de solo analisadas e
também na agua que percolou as colunas. Isso indica que os herbicidas foram
moveis no solo, sendo lixiviados no perfil de um Latossolo Vermelho-Amarelo.

Quanto a persisténcia dos herbicidas no solo, o ametryn apresentou

meia-vida superior ao atrazine 69 e 16 dias, respectivamente.
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A dissipacédo do atrazine foi maior que a do ametryn quando as amostras
contaminadas com esses herbicidas foram deixadas ao sol, em comparacdo com
as amostras deixadas a sombra, indicando maior estabilidade do ametryn também
nessa situacao.

Conclui-se que ambos o0s agrotoxicos avaliados apresentam potencial para
alcancar os lengdis fredticos. Todavia, o0 ametryn apresenta maior potencial de
contaminagdo do ambiente, pois apresenta maior meia-vida, persisténcia e

mobilidade no Latossolo Vermelho-Amarelo.
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7. ANEXO

MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA

1. Introducéo

Uma técnica alternativa, a microextracdo em fase solida (MEFS), foi
avaliada para extracdo dos herbicidas de amostras aquosas. Esta técnica foi
otimizada para a extracdo de atrazine e ametryn simultaneamente em amostras de

aguas com determinacado por cromatografia gasosa (CG-DIC).

2. Materiais e Métodos

A fortificacdo das amostras de agua foi realizada com a adicdo de
quantidades conhecidas das solu¢des padrao dos principios ativos, em acetonitrila
para se obter uma concentracéo final de 50,0 mg L™.

O estudo para otimizacdo das condicdes de MEFS na determinagcdo das
triazinas em agua foi realizado com uma fibra de poliacrilato (PA) da Supelco. Esta
foi condicionada no injetor do cromatégrafo por 3 horas a temperatura de 300 °C,
antes da sua utilizacdo, conforme instrucéo do fabricante.

Frascos ambar de borossilicato de 44,0 mL de capacidade com tampa e
septo de teflon foram preenchidos com um volume de agua fortificada variando de
10 a 30 mL. Essas amostras foram colocadas em banho termostatico com

temperatura controlada, sendo agitadas constantemente por uma barra magnética.
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A fibra de poliacrilato foi inserida no septo de teflon e colocada em contato com a
fase gasosa da amostra (“headspace”). Apdés o tempo que variou entre 10 e 60
min, a fibra foi retirada do frasco e inserida no injetor do cromatdgrafo a gas, onde
os analitos foram termicamente dessorvidos e carreados para a coluna
cromatografica.

As condi¢cbes cromatograficas para realizacdo das analises das triazinas
extraidas pela MEFS-HS foram semelhantes as utilizadas pela ESL-PBT, no
entanto a temperatura do injetor foi elevada até 300 °C e foi utilizado o modo
splitless, sem divisédo de fluxo.

Alguns parametros foram estudados na otimizacdo da micro-extragdo em
fase sélida por “headspace” (MEFS-HS) e sao descritos a seguir:

e Temperatura da amostra (°C)- 27 (temperatura ambiente), 40, 60 e 80.
e Tempo de equilibrio (min)- 10, 20, 30 e 60.

e Adicao de sal (% de KCI m/v)- 1,5, 8,0, 16,0, 24,0, 32,0.

e Volume de amostra (mL) - 10, 20 e 30.

O primeiro parametro estudado foi a temperatura, nesse estudo foi
adicionado 20 % m/v de KCI a amostra, o tempo de contato entre a fibra e a fase
gasosa foi de 20 minutos e o volume da amostra de 30 mL. Apds o estudo dessa
variavel, a temperatura que proporcionou o melhor resultado foi fixada e utilizada
nos estudos dos outros parametros. As condicfes utilizadas no estudo do tempo
de equilibrio, na quantidade de sal adicionada e no volume da amostra foram as
mesmas do estudo da temperatura, entretanto a cada parametro estudado o valor
que proporcionou o melhor resultado foi utilizado no estudo dos parametros
seguintes.

Foi avaliado, também, a temperatura do injetor e o tempo de dessorcao dos
analitos, uma vez que é necessario manter a fibra no injetor do cromatégrafo por

certo periodo para evitar a dessorcdo incompleta dos analitos adsorvidos na fibra.
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3. Resultados e discussodes

Muitos fatores podem influenciar a eficiéncia do método da microextracao
em fase sdlida (MEFS) e devem ser avaliados na otimizacéo da técnica (KRUTZ et
al.,, 2003; KAMATSU e VAZ, 2004). Nesse sentido foram realizados estudos
preliminares para determinar qual o melhor tempo de equilibrio, temperatura da
amostra, volume da amostra, concentragcdo ionica, temperatura do injetor e o
tempo de dessorcao dos analitos. Além desses parametros, um importante fator a
ser avaliado é o tipo de fibra. Neste trabalho foi utilizado uma fibra de poliacrilato
de 85 um de espessura, pois de acordo com os estudos de Zambonim e
Palmisano, (2000) e Krutz et al. (2003) essa fibra apresenta os melhores
resultados para a extracao de triazinas.

Para a fibra de poliacrilato a temperatura de dessorcédo indicada varia entre
220 e 310 °C. A temperatura de 300 °C do injetor foi utilizada, pois proporcionou a
melhor simetria dos picos cromatograficos quando comparada com temperaturas
mais baixas. Em temperaturas inferiores, ocorre alargamento da base do pico
cromatografico, indicando que as moléculas dessorvidas chegam em diferentes
tempos ao detector (DIC).

O tempo de dessor¢cao dos analitos foi estabelecido em 5 minutos. Esse
tempo assegurou que houvesse dessorcao completa dos analitos na fibra.

Na avaliacdo da temperatura, no processo de MEFS alguns parametros
foram fixados como forga i6nica do meio (20 % m/v de KCI), tempo de contato
entre fibora e fase gasosa (20 minutos) e o volume da amostra (30 mL). As
temperaturas avaliadas foram 27, 40, 60 e 80 °C. Os resultados, expressos pela
area do pico, estdo representados na Figura 1. Por esses resultados, verifica-se
que a avaliacdo da temperatura € fundamental na otimizacao da técnica de MEFS.
A extracdo das triazinas a 27 °C € muito inferior a realizada nas temperaturas
superiores, tendo destaque a temperatura de 80 °C que apresentou os melhores
resultados. Acima da temperatura de 80 °C, a MEFS-HS né&o deve ser efetuada,

uma vez que na fase gasosa da amostra existe concentragcdo muito alta de vapor
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de agua que pode prejudicar a extracdo, diminuir a vida util da fibra, além de

possibilitar o aumento da adsor¢ao de interferentes a fibra.

—m— Atrazine

8001 —o— Ametryn

600

Area

400

200

30 40 50 60 70 80
temperatura

Figura 1. Efeito da temperatura na extracao das triazinas por MEFS-HS

Devido a assimetria apresentada pelos picos cromatograficos com a
utilizacdo da temperatura de 80 °C e também o aumento significativo do desvio
padrdo nas extragcbes das amostras, resolveu-se fixar a temperatura em 60 °C,
embora a extracdo seja menor que em 80 °C para os dois principios ativos.

Com a temperatura definida, sob agitacdo constante e adicdo de 20 % (m/v)
de KCI, foi avaliado o tempo de extragcdo em 10, 20, 30 e 60 minutos que sao
apresentados na Figura 2.

Pela Figura 2 observa-se 0 aumento da area do pico cromatogréafico tanto
para 0 atrazine quanto para 0 ametryn com o aumento do tempo de extracao.
Entretanto, o tempo de extracdo estudado ndo foi suficiente para atingir o
equilibrio de adsorcdo entre os analitos e a fibra de poliacrilato. Para a utilizacédo
da MEFS-HS né&o é necessério que o equilibrio seja atingido, desde que o tempo
de extracdo seja cuidadosamente monitorado nas analises realizadas (KAMATSU
e VAZ, 2004).
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Figura 2. Avaliacdo do tempo de extracdo para atrazine e ametryn por MEFS-HS

na temperatura de 60 °C.

O tempo de extracdo de 30 minutos foi utilizado nos estudos posteriores
para a otimizacdo da MEFS-HS, devido a possibilidade da realizacdo de um maior
namero de extracdes dos herbicidas das amostras por dia.

O efeito da forca idnica foi avaliado para a extracdo das triazinas pela
MEFS-HS com o emprego de 30 minutos de extracdo, 60 °C de temperatura e
volume de 30,0 mL de amostra, variando-se a concentracdo de KCl em 1,5, 8,0,
16,0, 24,0, 32,0% m/v. Os resultados séo apresentados na Figura 3.

A adicdo de sal a amostra aumenta consideravelmente a extracdo com a
utilizacdo da técnica de MEFS (KAMATSU e VAZ, 2004). Com o aumento da
concentracdo ibnica na amostra aquosa, o equilibrio existente entre os analitos na
fase aquosa e gasosa tem um deslocamento para a fase gasosa. Deste modo,
com a maior concentracdo dos analitos na fase gasosa ocorre um deslocamento
no outro equilibrio existente entre os analitos na fase gasosa e na fibra de
poliacrilato, aumentando a quantidade sorvida na fibra.

Na Figura 3, é observado que o aumento da concentracdo idnica na fase

aguosa promove um acréscimo significativo na extracdo das triazinas. A area
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correspondente aos picos sem a adicdo de sal é inferior a 100, e com a adi¢ao de
32 % m/v de KCI é superior a 800.

800 4 —m—Atrazine
—e— Ametryn

600

Area

400 +

200

0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Concentragdo KCI (%m/v)

Figura 3. Efeito da adicdo de sal (KCI) na extracdo das triazinas por MEFS

utilizando tempo de extracdo de 30 minutos e temperatura de 60 °C.

Na otimizagdo da MEFS-HS o efeito do volume de amostra foi avaliado
pelos resultados obtidos no processo de extracdo. Nesse estudo foram
empregados os volumes de 10,0, 20,0, e 30,0 mL de amostra fortificada,
temperatura de 60 °C, tempo de extracdo de 30 minutos e concentracédo de KCl de
32 % m/v. Os resultados sao apresentados na Figura 4. Observou-se que, quando
o tempo de equilibrio é mantido constante e o volume de amostra € aumentando,
aumenta-se a quantidade extraida. As areas dos picos correspondentes ao
atrazine e ao ametryn para o tempo de equilibrio fixo foram de 503 e de 680 com o
volume de 10,0 mL de amostra e de 990 e 1045 para o volume de 30,0 mL,

respectivamente
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Figura 4. Efeito do volume da amostra (fase aquosa) na extracdo das triazinas
utilizando tempo de extracdo de 30 minutos, temperatura de 60 °C e
concentracéo de KCI de 32% ml/v.

Como a concentracdo dos analitos na fase aquosa e o tempo de extracdo
foram os mesmos em todos os ensaios realizados, o volume de fase aquosa de
30,0 mL apresenta maior quantidade em massa de analitos presentes no frasco do
que 10,0 e 20,0 mL. Deste modo, a fase gasosa também se enriquece com 0s
analitos e ocorre 0 aumento da sorcao na fibra. Associado a esse fato, 30,0 mL de
fase aquosa no frasco de 44 mL de capacidade provocam a diminuicdo da fase
gasosa da amostra em comparacdo com 10,0 e 20,0 mL de fase aquosa.
Consequientemente, a concentracdo dos analitos na fase gasosa é maior com
30 mL de fase aquosa e a sorcao das triazinas na fibra de poliacrilato aumenta.

De forma geral, 0 ametryn € um pouco mais sensivel a MEFS e andlise por
cromatografia gasosa do que a atrazine e o comportamento das duas triazinas foi
muito semelhante em toda a otimizacdo da técnica de micro extracdo em fase

soélida.
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Apds o estudo de alguns parametros da técnica de MEFS-HS o
procedimento otimizado é descrito a seguir:

Em frasco de 44 mL de capacidade foi colocada a amostra aquosa
contendo os herbicidas com volume de 30 mL e forga ibnica correspondente a
32 % m/v de KCI. O conjunto foi aquecido a 60 °C e pelo septo de teflon da tampa
do frasco a fibra foi exposta a fase gasosa, com a ajuda de um holder, por 30
minutos. ApGs a adsorc¢édo, a fibra foi recolhida e exposta no injetor a 300 °C por
5 minutos, no modo splitless.

Essas condicdes apresentaram os melhores resultados no emprego da
MEFS-HS e analise de atrazine e ametryn em amostras de agua por cromatografia

gasosa com detector FID
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