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RESUMO

FREITAS, Romenique da Silva de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2013. Ozonio na degradaciao de residuos de inseticidas em graos de milho.
Orientadora: Léda Rita D’ Antonino Faroni. Co-orientadores: Maria Eliana Lopes
Ribeiro de Queiroz e Paulo Roberto Cecon.

Os residuos de agrotdxicos representam sérios riscos a satde da populacdo. Em
decorréncia disto, é necessdria a adogdo de estratégias para a degradacdo dos residuos
dos inseticidas presentes nos grios e subprodutos, antes do consumo. Uma estratégia
potencial consiste no uso do 0zdnio, o qual vem sendo empregado para a remogdo de
residuos de agrotoxicos em diferentes matrizes. Este trabalho teve por objetivo avaliar a
eficiéncia do ozb6nio na degradacdo de bifentrina e pirimifés-metilico em graos de
milho. O estudo foi dividido em duas etapas, onde na primeira foi realizada a
otimizagdo e validag@o da técnica de extracdo sélido-liquido com particio em baixa
temperatura (ESL-PBT) para determinag@o de bifentrina e pirimifés-metilico em graos
de milho; e na segunda etapa estudou-se a cinética de degradacio destes inseticidas em
funcdo do periodo de exposicdo ao ozoOnio. Aliado a isto, avaliou-se o efeito da
ozonizacdo sobre a qualidade dos griaos de milho. Os resultados indicaram que a técnica
ESL-PBT atende aos critérios estabelecidos pela ANVISA e INMETRO, podendo ser
utilizada para a determinagéo de bifentrina e pirimifés-metilico em amostras de milho.
Observou-se que o 0zdnio foi eficiente na degradacdo dos inseticidas, sendo o aumento
na eficiéncia diretamente proporcional ao aumento no periodo de exposicdo ao gis. Este
processo ajustou-se a um modelo cinético de primeira ordem com tempos de meia vida
para bifentrina e pirimifés-metilico iguais a 4,1 e 0,2 h, respectivamente. Verificou-se
ainda que o processo de aplicacdo do ozOnio ndo alterou as caracteristicas qualitativas

avaliadas. Desta forma, torna-se evidente o uso do ozdnio como estratégia potencial

para a remogdo de residuos de agrotéxicos em graos e subprodutos armazenados.
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ABSTRACT

FREITAS, Romenique da Silva de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, march,
2013. Insecticides degradation in maize grains by ozone. Adviser: Léda Rita
D’ Antonino Faroni. Co-advisers: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz and Paulo
Roberto Cecon.

The insecticide residues in foods is a serious health risks to the population. It’s
necessary to adopt strategies for the degradation of pesticides residues in the grains and
by-products before consumption. A potential strategy is the use of ozone, wich has been
used for the removal of pesticide residues in different matrices. This study aimed to
evaluate the ozone effectiveness in the bifenthrin and pirimiphos-methyl degradation in
maize grains. The study was divided into two phases. In the first phase was optimized
and validated the technique of solid-liquid extraction with low temperature partitioning
(SLE-LTP) for bifenthrin and pirimiphos-methyl in maize grains. In the second phase
was studied the kinetics of the degradation of insecticide residues according to the
ozone exposure. Associated to this, was evaluated the ozonation effect on the maize
quality. The results indicated that the developed ESL-PBT according to the guidelines
established by ANVISA and INMETRO and can be used for the bifenthrin and
pirimiphos-methyl determination in maize samples. It was observed that ozone was
effective in the bifenthrin and pirimiphos-methyl degradation. The increase of
insecticide degradation was directly proportional to the increase in the ozone exposure.
This process was adjusted to a first order kinetic model with half-lives for bifenthrin and
the pirimiphos-methyl equal to 4.1 and 0.2 h, respectively. It was found that the process
of ozone application did not alter qualitative characteristics evaluated. Thus, it becomes

evident the use of ozone as a potential strategy for the removal of pesticide residues in

stored grains and by-products.
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INTRODUCAO GERAL

A producdo de grdos tem expressiva importancia na economia global e contribui
significativamente para o desenvolvimento socioecondmico mundial. Dentre as culturas
graniferas cultivadas, o milho tem se destacado como o segundo cereal mais produzido
no mundo. A importancia econdmica desta ‘“commodity” se caracteriza por seu uso
diversificado, o que compreende o emprego na alimentagdo humana e animal e na
industria de alta tecnologia. Como alimento, o milho, destina-se ao consumo tanto no
estado leitoso (milho verde) como na forma de subprodutos do milho seco (farinhas,
fubd, quirera, farelo, dleos, xaropes, amido e racdes). Outras formas de uso se
caracterizam pela extracdo de compostos empregados na fabricacdo de cervejas
(maltose), papéis (amidos industriais) e tecidos (dextrinas); no beneficiamento de
minérios (dextrinas) e fundicdo de pegas metdlicas (pré-gelatinizados); e como matéria
prima para a producdo de etanol (EMBRAPA, 2011).

No Brasil, a cultura do milho tem apresentado expressivo aumento de
produtividade ao longo das ultimas décadas, destacando o pais como o terceiro maior
produtor mundial deste cereal. A produgdo brasileira de milho na safra 2011/2012 foi de
cerca de 72,98 milhdes de toneladas, o que representa um aumento de 27% em relacdo
ao produzido na safra anterior (57,41 milhdes de toneladas) (CONAB, 2012). No
entanto, o armazenamento dos grios no pais, ainda, é realizado em condi¢des
inadequadas, ocorrendo reducdo dos valores nutritivo e comercial do milho,
ocasionados principalmente pelo ataque de insetos-praga (Anderson et al., 1990; Rees,
1996; Loeck, 2002). Os principais danos provocados por estes insetos sdao a reducio da
massa e/ou volume (Resende et al., 2008); a reducdo na qualidade fisiol6gica e na
capacidade de germinacdo (Caneppele et al., 2003); e o aumento da temperatura e do

teor de dgua (Faroni & Silva, 2008) dos graos.
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A principal forma de controle de insetos-praga, no setor de armazenamento,
consiste no uso de inseticidas protetores com agdo residual, os quais vém sendo
empregado desde a década de 1960 em programas de manejo destes organismos, em
todo o mundo (Arthur, 1996). Estes inseticidas além de promoverem a morte dos insetos
por ocasido da aplicagdo evitam reinfestacdes, uma vez que podem persistir nos graos
por longos periodos em concentragdes letais para os insetos (Arthur, 1996; Hagstrum &
Subramanyam, 2006). Os inseticidas protetores mais utilizados pertencem aos grupos
quimicos piretréides e organofosforados, os quais s@o muito téxicos para os insetos e
pouco persistentes no ambiente quando comparados aos organoclorados, inseticidas
sintéticos largamente utilizados até 1985 (Oviedo et al., 2003; Santos et al., 2007).

Os piretréides sdo derivados sintéticos das piretrinas, compostos toxicos isolados
das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium (Santos et al., 2007). Inseticidas deste
grupo possuem estrutura molecular contendo um grupo vinil, um anel com trés dtomos
de carbono e um grupo carboxilico com fungdo éster (Figura 1). Tais caracteristicas
conferem aos piretrdides baixa volatilidade, alta lipofilicidade e fotoestabilidade
(Manna et al., 2004; Santos et al., 2007). Os organofosforados sao derivados do 4cido
fosférico e seus andlogos. Apresentam em sua estrutura molecular ésteres do acido
fosférico e alcoois, os quais se combinam com 4tomos de oxigé€nio, carbono, enxofre e
nitrogénio dando origem a organofosforados com diferentes identidades (Figura 1). O
grupo éster fosférico torna os organofosforados resistentes a a¢do da dgua, do solo e do
ar, permitindo que atinjam o alvo sem serem alterados quimicamente e se tornem aptos
a acumular nos tecidos e provocar danos aos seres vivos (Domingos et al., 2003).

No setor de armazenamento sdo indicados para o tratamento de grdos os
inseticidas piretrdides deltametrina, permetrina e bifentrina e os organofosforados
fenitrotiom e pirimifés-metilico. No entanto, o uso continuo e indiscriminado destes

inseticidas resultou no desenvolvimento de resisténcia a estes compostos pelos insetos-
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praga de grios armazenados (Champ & Dyte, 1976; Guedes et al., 1994; 1995;
Subramanyam & Hagstrum, 1996). Em decorréncia disto, ¢ comum o emprego de doses
de inseticida cada vez mais elevadas para controlar as infestacdes por insetos. Tal fato
expde os consumidores aos riscos oferecidos pelos elevados niveis de residuos de

inseticidas presentes nos graos e seus subprodutos.
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Figura 1. Estrutura quimica de inseticidas piretrdides (deltametrina, permetrina e

bifentrina) e organofosforados (fenitrotiom e pirimifés-metilico).

O consumo de alimentos com residuos de inseticidas, mesmo em quantidades
sub-letais, pelo homem e pelos animais, representa risco potencial a saide destes. Os
inseticidas piretréides quando ingeridos podem ser absorvidos pelo trato gastrointestinal

e metabolizados no figado por meio de reacdes de oxidagdo e hidrdlise de ésteres. A
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primeira acdo destes inseticidas no sistema nervoso € a inducdo de atividades repetitivas
e duradouras como tremores, salivacdo, hipersensibilidade e convulsdes (Miyamoto et
al., 1995). Os inseticidas organofosforados agem no sistema nervoso central, inibindo a
acdo da enzima colinesterase, com consequente actimulo de acetilcolina nas fibras
nervosas, impedindo a transmissdo dos impulsos nervosos e gerando uma série de
efeitos no organismo como convulsdes, paradas respiratdrias, coma e morte (Coutinho
et al., 2005).

Além dos riscos oferecidos a saude de humanos e animais, os residuos de
inseticidas também oferecem risco ao meio ambiente podendo contaminar o solo e
atingir os mananciais de dgua. A presenga de residuos de inseticidas nos alimentos
acima dos limites permitidos pela legislacdo vigente pode, inclusive, representar
barreira comercial para estes produtos, tanto no mercado interno como no externo
(Oviedo et al., 2003). Em decorréncia destes problemas, torna-se evidente a necessidade
da adogdo de estratégias capazes de degradar os residuos de inseticidas em graos
armazenados antes do consumo e/ou processamento. Uma estratégia moderna e
eficiente que vem sendo sugerida, para este fim, € a utilizacdo do oz6nio (Os3).

O oz6nio (O3) é um gas resultante do rearranjo de d4tomos de oxigénio e pode ser
gerado pela incidéncia de descargas elétricas ou radiagdo de luz ultravioleta no ar ou no
oxigénio puro. E uma molécula instivel que decai rapidamente a gds oxigénio,
liberando um 4atomo de oxigénio altamente reativo (Khadre et al., 2001). Por essa
caracteristica, o 0zOnio possui o segundo maior potencial de oxidacdo dentre os agentes
quimicos, sendo superado apenas pelo fldor (F,) (Hill & Rice, 1982). O potencial
oxidativo do ozdnio (potencial de oxidagdo: E° = 2,07 V) é superior ao de outros
agentes reconhecidamente oxidantes como o perdxido de hidrogénio (H,O,: E° = 1,77

V) e o cloro (Cl: E° = 1,36 V) (Kunz et al., 1999; Robinson et al.,, 2001). Essa
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caracteristica possibilita sua utilizacdo na eliminagdo de substincias indesejadas ou
prejudiciais.

O oz6nio apresenta numerosas aplicagdes na industria alimenticia e na medicina,
sendo considerado um agente antimicrobiano de amplo espectro. Foi classificado pela
U.S. Food and Drug Administration em 2001, nos Estados Unidos, como sanitizante
seguro para aplicagdo em alimentos, jd que o seu produto de degradagdo é o oxigénio e
ndo deixa residuos (Gabler et al., 2010). O ozdnio € utilizado para a descontaminagédo da
superficie de frutas e legumes, auxiliando na preservacdo destes durante o
armazenamento (Kim et al., 1999). No setor de armazenamento, a utilizacdo deste gis
vem sendo apontada com uma estratégia potencial para o combate a insetos-praga
(Erdman, 1980; Kells et al., 2001; Pereira et al., 2008; Sousa et al., 2008; 2012),
controle de fungos e degradacdo de micotoxinas (Alencar et al., 2012) em grdos
armazenados. A este respeito foi constatado que o ozonio além de ser eficaz no controle
das pragas ndo modifica a qualidade dos grdos tratados e seus subprodutos (Pereira et
al., 2007; Alencar et al., 2011).

A oxidacdo de compostos organicos por este gds pode ocorrer por meio de duas
reacOes especificas: reacdo da molécula do O3 com as moléculas dos compostos
organicos, e reacdo dos radicais livres (O¢) formados pela decomposicdo do O3 com os
compostos organicos. Em solu¢do aquosa pode ocorrer, também, a oxidagcdo dos
compostos orginicos por meio da acdo de radicais hidroxila (*OH), formados a partir
dos atomos de oxigé€nio provenientes da degradacdo do O3 com atomos de hidrogénio
livres no meio (Chiron et al., 2000, von Gunten, 2003). Por estas caracteristicas o
ozOnio vem sendo amplamente utilizado em todo o mundo para o tratamento de
poluentes em dgua, principalmente residuos de pesticidas (Chiron et al., 2000; von
Gunten, 2003; Chelme-Ayala et al., 2010; Qiang et al., 2010), e é considerado um

potencial agente para a degradacio de residuos de inseticidas em produtos armazenados.
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O ozo6nio € capaz de reagir com pesticidas organofosforados, organoclorados e
organonitrogenados, sendo efetivo na degradagdo destes, sobretudo quando a reacéo é
conduzida em meio alcalino (Almeida et al., 2004). Em decorréncia disto, vem sendo
amplamente utilizado em todo o mundo para o tratamento de dgua potdvel e dguas
residudrias para fins de saneamento, bem como para a oxidacdo de poluentes comuns,
incluindo os pesticidas (Chiron et al., 2000; von Gunten, 2003, Chelme-Ayala et al.,
2010; Qiang et al., 2010). Em estudo realizado por Wu et al. (2009) consta que o
inseticida diazinon, presente em amostras de agua com diferentes valores de pH, foi
completamente degradado quando submetido ao tratamento com o 0z6nio por 30 min.
Ja Chelme-Ayala et al. (2010) relatam a degradacdo de residuos dos pesticidas
bromoxinil e trifluralina, resultante da oxidacdo pelo ozdnio, em amostras de agua.
Neste estudo os autores verificaram que houve 98% de degradacdo do bromoxinil e
50% de degradacdo da trifluralina apds dois e cinco minutos, respectivamente, de
exposicdo dos pesticidas ao gis Os.

Embora se conheca o potencial do ozénio como agente de degradacdo de
residuos de pesticidas e compostos organicos nio hd relatos sobre o uso deste gis para a
degradacg@o de residuos de pesticidas em produtos armazenados. Deste modo a presente
pesquisa foi desenvolvida com o intuito de avaliar a eficiéncia do ozonio como agente
de degradacdo dos inseticidas Dbifentrina (piretrdide) e pirimifés-metilico
(organofosforado) em graos de milho. O estudo foi executado em duas etapas, onde a
primeira teve como objetivo otimizar e validar a técnica de extracio sélido-liquido com
particdo em baixa temperatura para uso na determinacio de residuos de bifentrina e
pirimifés-metilico em grdos de milho; e a segunda etapa teve como objetivo estudar a
cinética de degradacdo dos residuos dos inseticidas bifentrina e pirimifés-metilico nos

graos de milho, em fun¢do do periodo de exposi¢cdo ao gis ozdnio.
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Capitulo 1

DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO - EXTRACAO SOLIDO-
LIQUIDO COM PARTICAO EM BAIXA TEMPERATURA - PARA

DETERMINACAO DE INSETICIDAS EM GRAOS DE MILHO OZONIZADOS

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo otimizar e validar a técnica de extragdo sélido-liquido
com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) para uso na determinacdo dos residuos
de bifentrina e pirimifés-metilico em grios de milho; e utilizar a técnica ESL-PBT para
avaliar a taxa de degradacdo dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico em graos de
milho expostos ao ozonio em diferentes concentracdes. Na realizagdo dos ensaios
utilizaram-se graos de milho isentos de residuos de agrotoxicos. As varidveis analisadas
foram solvente extrator (acetonitrila e acetonitrila: acetato de etila), modo de agitacdo
(mesa agitadora, ultrassom e vortex), tempo de agitagdo (1, 2 e 3 min) e tempo de
congelamento (3, 6 e 12 h). A técnica otimizada foi validada com base nos pardmetros
de seletividade, linearidade, detectabilidade, exatiddo e precisio do método. A
aplicabilidade do método foi testada medindo-se a eficiéncia do 0zdnio como agente de
degradag@o dos residuos de bifentrina e pirimifés metilico em grios de milho. Os grios
foram tratados com bifentrina (Prostore 25 CE®), na dose recomendada pelo fabricante
e pirimifés-metilico (Actellic 500 CE®) na dose de 1,5 vezes a dose recomendada pelo
fabricante, as quais fornecem as concentracdes de 0,4 e 12,0 mg kg’l, respectivamente.
Os grios tratados com bifentrina foram fumigados com o 0z0nio nas concentragdes de
0,0; 1,1; 2,1; 3,2 ¢ 4,3 mg L Os graos contendo pirimifés-metilico foram ozonizados
nas concentragdes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,9 mg L. Para andlise dos residuos, os graos
foram triturados e submetidos ao método de extracdo desenvolvido. O método

otimizado consiste em acrescentar a uma amostra de 2,0 g de milho triturado, 4,0 mL de
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dgua e 8,0 mL de acetonitrila. Em seguida, as amostras sdo agitadas em voértex por 1
min e mantidas sob congelamento (-20 °C) por 3 h. Os extratos obtidos s@o analisados
por cromatografia gasosa com detecc@o por captura de elétrons (CG-DCE). A técnica
proposta € seletiva para ambos os inseticidas; apresenta limites de detec¢do e
quantificacio iguais a 0,09 e 0,29 mg kg para bifentrina e 1,05 e 3,19 mg kg para
pirimifés-metilico; possui linearidade (r — bifentrina e pirmifés-metilico = 0,99),
exatidao (recuperacdo — bifentrina = 100,3% e pirimifés-metilico = 102,1%) e precisdo
(CV - bifentrina = 8,9% e pirimifés-metilico = 2,8%) dentro dos limites estabelecidos
pela ANVISA e INMETRO. Aplicando-se o método desenvolvido para analisar os
residuos dos inseticidas nos graos ozonizados, observou-se que os niveis de bifentrina e
pirimifés-metilico reduziram pela aplicagdo do ozdnio. A redug@o nos niveis dos
inseticidas foi proporcional ao aumento na concentra¢do do ozdnio. Concluiu-se que o

método ESL-PBT/CG-DCE desenvolvido é adequado a determinagdo de bifentrina e

pirimifés-metilico em graos de milho.

Palavras-chave: Bifentrina, pirimifés-metilico, residuos, graos

ANALYTICAL METHOD DEVELOPMENT - SOLID-LIQUID EXTRACTION
WITH LOW TEMPERATURE PARTITIONING - FOR INSECTICIDES

DETERMINATION IN MAIZE GRAIN OZONIZED

ABSTRATCT

This study aimed to optimize and validate the solid-liquid extraction with low
temperature partitioning (SLE-LTP) technique to determination of bifenthrin and
pirimiphos-methyl residues in maize grains. It was applied the ESL-PBT to evaluate the

degradation rate of waste bifenthrin and pirimiphos-methyl in maize grains exposed to

22



ozone at different concentrations. It was used maize grains free of pesticide residues.
The analyzed variables were extractor solvent (acetonitrile and acetonitrile: ethyl
acetate), homogenization (shaker, ultra-sonic bath and vortex), agitation time (1, 2 and 3
min) and partition time (3, 6 and 12 h). The optimized technique was validated based on
the parameters of the method selectivity, linearity, detectability, accuracy and precision.
The method applicability was tested by measuring the ozone efficiency as a bifenthrin
and pirimiphos methyl residue degradation agent in maize grains. The grains were
treated with bifenthrin (Prostore 25 EC®) in the manufacturer recommended dose and
pirimiphos-methyl (Actellic 500 EC®) in a 1.5-times manufacturer recommended dose,
which provide concentrations of 0.4 and 12.0 mg kg, respectively. The grains treated
with bifenthrin were ozone fumigated at concentrations of 0.0, 1.1, 2.1, 3.2 and 4.3 mg
L. The grains treated with pirimiphos-methyl were ozonized at concentrations of 0.0,
0.2, 0.4, 0.6 and 0.9 mg L. For residue analysis, the grains were milled and subjected
to the developed extraction method. The optimized method consists of adding 4.0 mL
water and 8.0 mL of acetonitrile to a sample of 2.0 g of milled maize. Then the samples
were put on vortex for 1.0 min and maintained under freezing (-20 ° C) for 3.0 h. The
obtained extract is analyzed by gas chromatography with electron capture detection
(GC-ECD). The proposed technique is selective to both insecticides; presents detection
and quantification limits equal to 0.09 and 0.29 mg kg™ for bifenthrin and 1.05 and 3.19
mg kg for pirimiphos-methyl; possesses linearity (r — bifenthrin and pirimiphos-
methyl = 0.99), accuracy (recovery — bifenthrin = 100.3% and pirimiphos-methyl =
102.1%) and precision (CV — bifenthrin = 8.9 and pirimiphos methyl = 2.8%) within the
limits established by ANVISA and INMETRO. Applying the developed method for the
insecticides analysis ozonized grains, it was observed that the residues bifenthrin and
pirimiphos-methyl levels decreased by ozone application. The reduction in the

insecticides levels was proportional to the increase in the ozone concentration. It was
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concluded that the method SLE- LTP/GC-ECD developed is suitable for the bifenthrin

and pirimiphos-methyl determination in maize grains.

Keywords: Bifenthrin, pirimiphos-methyl, residues, grains

1. INTRODUCAO

Os insetos-praga sdo responsaveis por considerdveis perdas, tanto qualitativas
como econdmicas, no setor de armazenamento (Faroni & Silva, 2008; Silva et al.,
2012). O principal método de controle adotado € o uso de inseticidas, os quais
constituem a forma mais simples, rdpida e econdmica de conter infestacdes de insetos-
praga em produtos armazenados (White & Leesch, 1996). Os compostos mais utilizados
sdo os inseticidas protetores com acdo residual, pertencentes aos grupos quimicos
piretréides e organofosforados, uma vez que apresentam alta eficdcia no controle de
pragas e curta persisténcia no ambiente (Oviedo et al., 2003). No Brasil sdo indicados
para o tratamento de grdos de milho armazenados, dentre outros produtos, a bifentrina e
o pirimifés-metilico (MAPA, 2013) (Figura 1).

A bifentrina € um piretréide sintético com as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: férmula molecular = Cy3H,CIF30,; ponto de ebulicio = 453,2 °C (760
mmHg); e pressdo de vapor = 0,0 mmHg (25 °C). Além disso, apresenta elevado
coeficiente de parti¢do octanol-dgua (log Kow = 6,0), sendo pouco solivel em agua (0,1
mg L), e elevada estabilidade em luz natural e dgua. O pirimifés-metilico é um
organofosforado sintético, derivado heterociclico do 4cido fosférico, que apresenta
como caracteristicas fisico-quimicas: féormula molecular = C;;HN3O3PS; ponto de
ebuli¢do = 386,5 °C (760 mmHg); pressao de vapor = 0,0 mmHg (25 °C); e log Kow =

4,2, sendo pouco solivel em dgua (2,9 mg L’l) (Zalom, 2001; ChemSpider, 2013).
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A falta de estruturas adequadas a armazenagem dos grios e a falta de mao de
obra especializada, aliadas a baixa disponibilidade de técnicas alternativas para o
controle das pragas tem gerado o uso abusivo de inseticidas nas unidades
armazenadoras. Esta situacdo tem sido motivo de grande preocupacdo, haja vista que
tem se observado a persisténcia dos principios ativos nos graos e seus subprodutos, na
forma de residuos danosos aos consumidores e ao meio ambiente (Trevizan & Baptista,
2000; Coutinho et al., 2005). Diante disto, se faz necessario o monitoramento dos niveis
de residuos dos inseticidas presentes nos grdos de milho que sdo destinados a
alimentagdo humana e animal.

Os métodos usados para a determinacdo de residuos de agrotéxicos em produtos
vegetais incluem extragdo em fase sélida (Sharifa et al., 2006; Abhilash et al., 2007),
microextracdo em fase s6lida (Sanusi et al., 2004; Vazquez et al., 2008), extracdo com
fluido supercritico e dispersdo de matriz em fase sélida (Gobo et al., 2004). No entanto,
estas técnicas apresentam, muitas vezes, alto consumo de solvente e amostra (Rissato et
al., 2005; Fenoll et al., 2007) e requerem profissional qualificado para sua execugdo, o
que as tornam onerosas (Pinho et al., 2010). Uma técnica que vem sendo empregada
com sucesso para a extracdo de agrotoxicos em matrizes sélidas, consiste na extracio
s6lido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT). Esta técnica apresenta
vantagens como praticidade, reduzido nimero de etapas e baixo consumo de solventes
organicos, além de ser confidvel e seletiva (Goulart et al., 2010; 2012).

A ESL-PBT consiste em acrescentar a amostra solida um solvente extrator,
miscivel em 4gua, menos denso que a 4gua e que se mantenha liquido a -20 °C.
Posteriormente, a mistura € agitada e levada ao freezer (-20 °C) por um determinado
periodo de tempo. Nesta etapa, a fase aquosa juntamente com a amostra congelam e os
analitos migram para a fase orgénica, a qual € isolada e posteriormente analisada. Este

método, mostrou-se eficiente na extracdo e andlise de agrotéxicos em dgua (Vieira et al.,

25



2007), leite (Goulart et al., 2008), batata (Pinho et al., 2010; Dardengo et al., 2011),
maca e tomate (Pinho et al., 2010), entre outras matrizes. No entanto, ndao ha relatos do
uso da ESL-PBT para extracdo de residuos de agrotxicos em graos armazenados. Desta
forma, o presente estudo teve como objetivos: (i) otimizar e validar a técnica de
extragdo soélido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) para uso na
determinagdo dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico em grdos de milho; e (ii)
utilizar a técnica ESL-PBT para avaliar a taxa de degradagéo dos residuos de bifentrina

e pirimifés-metilico em graos de milho expostos ao ozonio em diferentes concentragdes.

2. MATERIAL E METODOS

A determinagdo dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico nos graos de
milho foi realizada em duas etapas. A primeira etapa consistiu na otimizagdo e
validagdo da ESL-PBT para determinacdo dos residuos de bifentrina e pirimif6s-
metilico em grdos de milho, por cromatografia gasosa com detec¢do por captura de
elétrons (CG-DCE). A segunda etapa consistiu na aplicacdo do método desenvolvido
para monitorar os niveis dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico nos grios de
milho, apds exposicdo ao ozdénio em diferentes concentracdes. A aplicacdo dos
inseticidas nos graos de milho e ozonizacdo das amostras foram realizadas no Setor de
Pré-Processamento e Armazenamento de Produtos Agricolas da Universidade Federal
de Vicosa (UFV). A extracdo e andlise dos principios ativos, nos graos, foram realizadas

no Laboratério de Quimica Analitica (LAQUA) da UFV.

2.1. Reagentes e solucoes
Foram preparadas solu¢des-padrdo dos inseticidas estudados (bifentrina e
pirimifés-metilico) e do padrdo interno (parationa-metilica), na concentragdo de 1000,0

mg L. Estas solucdes foram obtidas pela solubilizagio dos padrdes de bifentrina
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(92,2% m/m — Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha), pirimifés-metilico (99,5% m/m —
Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha) e parationa-metilica (99,0% m/m - Chem
Service, West Chester, USA) em acetonitrila grau HPLC (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).
A partir das solugdes-padrdao foram preparadas solucdes trabalho nas concentragdes de
10 mg L™ para a bifentrina e a parationa-metilica, ¢ 400 mg L' para o pirimif6s-
metilico. Tanto as solucdes-padrdo como as solucdes trabalho foram armazenadas em
geladeira a temperatura de aproximadamente 4 °C.

Os solventes acetonitrila e acetato de etila grau HPLC (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) foram empregados como extratores. Para aplicacdo da técnica otimizada e
validada foram utilizados os produtos comerciais Prostore 25 CE® e Actellic 500 CE©,

como fonte dos principios ativos bifentrina e pirimifés-metilico, respectivamente.

2.2. Analise cromatografica

As andlises qualitativas e quantitativas de bifentrina e pirimifés-metilico foram
realizadas em um cromatégrafo a gds (Shimadzu GC-17-A, Kyoto, Japao) equipado
com detector por captura de elétrons. Utilizou-se uma coluna cromatografica capilar do
tipo DB-5 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), com fase estaciondria composta de
5% de fenil e 95% de dimetilsiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno e 0,10 um de espessura de filme. As corridas cromatogréficas foram gerenciadas
pelo Software GCsolution (Shimadzu, Kyoto, Japao).

As condicdes analiticas otimizadas para as andlises foram: programacio de
aquecimento da coluna cromatogréfica, temperaturas do injetor e do detector, modo de
injecdo e vazao do gas de arraste. As determinacdes foram realizadas visando um menor
tempo de andlise, boa resolugcdo e separacdo dos picos dos analitos de interesse. As
condicdes determinadas como ideais para a bifentrina e o pirimifés-metilico encontram-

se descritas a seguir:
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a) Bifentrina
¢ Programacio de aquecimento da coluna:
150 °C (1,5 min) _40°Cmin’y 220 °C (2 min) 40°Cmin'y 290 °C (3 min)
¢ Tempo total de andlise: 10 min
e Temperatura do injetor: 280 °C
¢ Temperatura do detector: 300 °C
¢ Volume injetado: 1,0 UL
¢ Divisdo de fluxo: 1:5
® Gis de arraste: nitrogénio
e Vazdo do gas de arraste: 1,2 mL min!
b) Pirimifés-metilico
¢ Programacio de aquecimento da coluna:
150 °C (1 min) 30°Cmin) 210 °C _2°Cmin 220 °C 60°Cmin 290 °C (1 min)
e Tempo total de andlise: 10 min
e Temperatura do injetor: 280 °C
e Temperatura do detector: 300 °C
® Volume injetado: 1,0 UL
¢ Divisdo de fluxo: 1:5
® (is de arraste: nitrogénio
e Vazdo do gas de arraste: 1,0 mL min!

As concentragdes dos analitos foram determinadas utilizando-se o método da
padronizagdo interna. As porcentagens de recuperacdo foram calculadas pela curva
analitica construida no branco da matriz na faixa de concentragdo compreendida entre
0,04 ¢ 0,20 mg L™ para bifentrina ¢ 2,0 a 10,0 mg L™ para o pirimifés-metilico. As
curvas construidas no branco visavam eliminar o efeito de matriz. Os extratos obtidos

foram analisados por CG-DCE, nas condi¢des descritas anteriormente, e os tempos de
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retencdo dos componentes da matriz comparados com o tempo de retencdo dos

inseticidas, obtidos pela inje¢do de solugdao-padrao em concentragdo conhecida.

2.3. Preparo das amostras de milho

Utilizaram-se graos de milho (Zea mays L.), isentos de inseticidas, produzidos
na safra de verdo (2011/2012) no municipio de Senador Firmino-MG. Os graos colhidos
com teor de dgua em torno de 18% base uimida (b.u.) foram limpos, para a retirada de
impurezas, e secos até 12% b.u. em secador de leito fixo, com poténcia nominal de 20
KW, desenvolvido pela UFV. Apds a secagem uma amostra de 1,0 kg de gréos,
representativa do lote, foi triturada em moinho de facas (Fritsch Pulverisette 14,
Oberstein, Alemanha) até a obtencdo de um produto com consisténcia de farinha. Esta
farinha foi armazenada em saco plastico estéril e mantida sob refrigeracdo (4 °C) até o
momento das andlises. Para confirmar a auséncia dos inseticidas nas amostras foram

preparados brancos utilizando-se acetonitrila como solvente extrator.

2.4. Otimizacao da técnica ESL-PBT
2.4.1. Extracdo de bifentrina

A técnica ESL-PBT foi otimizada com base na metodologia utilizada por Pinho
et al. (2010) para extracdo de residuos de agrotoxicos em frutos de tomate. Para
fortificacdo das amostras utilizou-se uma solucdo trabalho do inseticida bifentrina na
concentragio de 10,0 mg L. Amostras de 2,0000 g do milho triturado, pesadas em
balanca analitica com precisao de 0,1 mg (Sartorius BP 221 S, Goettingen, Alemanha),
foram acondicionadas em frascos de vidro transparente com capacidade para 22,0 mL,
fortificadas com 80,0 UL da solug@o de trabalho e deixadas em repouso por 3 h. Durante
este periodo os frascos foram mantidos abertos, para que houvesse maior interacdo do

inseticida com a amostra e ocorresse a evaporacdo do solvente. Em seguida,
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acrescentou-se a cada amostra 4,0 mL de 4gua destilada e realizaram-se os
procedimentos de extra¢do. Todos os testes foram conduzidos em triplicatas.

Para otimizagdo da técnica ESL-PBT optou-se por trabalhar com o método da
otimiza¢do univariada, em que um tnico fator € alterado e analisado separadamente em
cada experimento enquanto os demais permanecem constantes. No processo de
otimizagdo desta técnica foram estabelecidas algumas varidveis importantes a serem
avaliadas, a fim de se obter os melhores rendimentos com menor tempo de andlise e
baixo custo. As varidveis avaliadas foram: solvente extrator, modo de agitacdo, tempo

de agitacdo e tempo de congelamento, as quais se encontram especificadas na Tabela 1.

Tabela 1. Arranjos experimentais utilizados no processo de otimizagdo da técnica ESL-

PBT para determinagdo de bifentrina em graos de milho.

Fatores Fixados

F.E. Variaveis
S.E. M.A. T.A. (min) T.C. (h)“
S.E. ACN F.E. Mesa agitadora® 10 3
ACN: AE F.E. Mesa agitadora® 10 3
M.A. Mesa agitadora®  ACN F.E. 10 3
Ultrassom® ACN F.E. 10 3
Vértex ACN F.E. 1 3
T.A. (min)  1,2¢3 ACN Vértex" F.E. 3
T.C. () 3,6e12 ACN Vortex 1 F.E.

F.E = fator estudado, S.E. = solvente extrator, M.A. = modo de agitacdo, T.A. = tempo de agitagdo, T.C.
= tempo de congelamento, ACN = acetonitrila — 8,0 mL, ACN: AE = acetonitrila: acetato de etila — 6,5:
1,5 mL (v/v), (a) = 25 °C e 200 oscilagdes por minuto (Tecnal TE 420, Piracicaba, Brasil), (b) = 170 W e
60 kHz (Kondortec CD-4820, Sido Carlos, Brasil), (¢) = velocidade 7 (Certomate® MV, Sao Paulo,
Brasil), (d) = freezer a -20 °C (Consul 280, Sao Paulo, Brasil).

Ap6s a separagdo das fases pelo congelamento do milho com a fase aquosa, em
cada uma das etapas da otimizagdo do método, o extrato orginico contendo os

principios ativos foi recuperado. Este extrato foi passado através de papel de filtro
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contendo 2,0000 g sulfato de sédio anidro (99,0% m/m — Vetec, Rio de Janeiro, Brasil),
para eliminar a possivel presenca de dgua. Ressalta-se que o volume do extrato coletado
ap6s a filtracdo em todas as etapas foi de aproximadamente 6,0 mL. Deste volume
foram retirados 1,5 mL, os quais foram colocados em um vial, onde foi acrescentado
15,0 pL do padrdo interno. Estas amostras foram mantidas sob refrigeragdo (4 °C) até o

momento das andlise cromatogréficas.

2.4.2. Extragdo de pirimifos-metilico

A extracdo do pirimifés-metilico foi realizada utilizando-se a técnica ESL-PBT
ja otimizada para extracdo e andlise de bifentrina. Esta técnica mostrou-se eficiente na
extragdo do principio ativo pirimifés-metilico nos grdos de milho, proporcionando
recuperagdo deste composto dentro dos limites estabelecidos pela literatura (ANVISA,
2003, INMETRO, 2007). Em decorréncia destes resultados nao foi necessario realizar
ensaios para otimizacdo da técnica ESL-PBT para extracdo e andlise de pirimifés-

metilico em amostras de milho.

2.5. Validacao da técnica ESL-PBT
A técnica ESL-PBT foi validada com base na avaliagio dos pardmetros
analiticos de seletividade, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacio,

exatiddo e precisao.

2.5.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagido dos cromatogramas dos
extratos das amostras de milho isentas de bifentrina e pirimifés-metilico (branco) com
os cromatogramas dos extratos das amostras de milho fortificadas com cada inseticida.

Para obtencdo dos extratos as amostras foram submetidas ao procedimento de extracéo
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ESL-PBT otimizado. Os dados cromatograficos foram analisados utilizando-se o
software GCsolution (Shimadzu Scientific Instruments, 2004) e os cromatogramas

obtidos com o auxilio do software Origin (OriginLab Corporation, 2007).

2.5.2. Linearidade de resposta do método

No estudo da linearidade de resposta do método utilizou-se extratos obtidos de
amostras de milho, fortificadas com bifentrina em sete concentragdes (0,30; 0,45; 0,60;
0,75; 0,90; 1,05 e 1,20 mg kg'l) e pirimifés-metilico em cinco concentragdes (10,0;
12,5; 15,0; 17,5 ¢ 20,0 mg kg'l). Os extratos foram obtidos utilizando-se a técnica ESL-
PBT otimizada. Recolheu-se uma aliquota de 1,5 mL, do extrato recuperado, e
acrescentou-se a esta 15 UL do padrio interno (parationa-metilica), diluido em
acetonitrila, na concentracdo de 10,0 mg L. As amostras foram analisadas por CG-
DCE e os dados utilizados para construcdo de uma curva analitica, relacionando as
razdes das dreas do analito de interesse pelo padrdo interno com as concentragdes
mencionadas. A linearidade foi determinada com base no coeficiente de correlacio (r) e

gréfico de residuos.

2.5.3. Limite de detecgdo e limite de quantificacdo

Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados com base no
método proposto por Ribani et al. (2004), utilizando-se pardmetros obtidos a partir da
curva analitica. Segundo este método o LD e o LQ podem ser expressos por meio das
Equacdes 1 e 2, respectivamente. Os parametros da curva foram obtidos utilizando-se a

funcdo Proj.lin do software Microsoft Office Excel®.
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Eq. |
LD = 33x~ (Eq. 1
S
Eq. 2
LO = 10x~ (Ea.2)
5
em que:

s = estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equagdo de regressao; e

S = inclinag¢do da curva analitica.

2.5.4. Exatiddo

A exatiddo do método proposto foi avaliada por meio da realizacio de ensaio de
recuperacdo. Nestes ensaios analisaram-se nove amostras de milho fortificadas com
bifentrina em trés concentragdes (0,3; 0,6 e 0,9 mg kg'l) e seis amostras de milho
fortificadas com pirimifés-metilico em duas concentracdes (10 e 15 mg kg'). A

exatiddo das medidas foi avaliada pelo software Validate® (Langas, 2004).

2.5.5. Precisdo

A precisdo foi determinada por meio de estudo da repetitividade do método. A
repetitividade foi obtida com base na metodologia proposta pelo INMETRO (2007),
onde se se preparou, injetou-se e analisaram-se, no mesmo dia, extratos de amostras de
milho fortificadas com cada inseticida numa determinada concentragdo. Utilizou-se
neste ensaio sete amostras fortificadas com bifentrina na concentracdo de 0,6 mg kg e
seis amostras fortificadas com pirimifés-metilico na concentracio de 10,0 mg kg™'. Com
os dados obtidos calculou-se o coeficiente de variacdo (CV) referente a porcentagem de
recuperacdo das amostras. A precisdo das medidas foi avaliada pelo do software

Validate® (Lancas, 2004).
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2.6. Aplicacao da ESL-PBT para analise da degradacao dos inseticidas em graos de
milho expostos ao 0zonio

A técnica desenvolvida foi utilizada para avaliar a taxa de degradacdo dos
residuos de bifentrina e pirimifés-metilico em graos de milho expostos ao 0z6nio em
diferentes concentragdes. Uma massa de graos de milho com teor de dgua de 12% b.u.
foi pulverizada com uma calda inseticida contendo bifentrina na concentragao de 0,4 mg
kg'. Outra massa destes mesmos grios foi pulverizada com uma calda contendo
pirimifés-metilico na concentragio de 12 mg kg'. As caldas foram preparadas a partir
da diluicdo dos produtos comerciais, Prostore 25 CE® (bifentrina) na dose recomendada
pelo fabricante (16 mL t! e Actellic 500 CE® (pirimifés-metilico) na dose de 1,5 vezes
a dose recomendada pelo fabricante (24 mL t™), em 1,0 L de dgua. A adogdo de uma
dose maior que a recomendada comercialmente para o Actellic 500 CE, se deu em
funcdo da concentragio de pirimifés-metilico (8 mg kg™') proporcionada por esta dose
estar muito préxima ao LMR estabelecido pelo Codex Alimentarius (7 mg kg'l) e abaixo
do LMR estabelecido pela Anvisa (10 mg kg'l).

A calda foi aplicada nos grios espalhados sobre lona pléstica utilizando-se um
pulverizador manual. Em seguida, os graos foram homogeneizados com auxilio de um
rddo e deixados em repouso por cerca de 3 h. Apds esse periodo a massa de graos foi
dividida em amostras de 1,0 kg, as quais foram acondicionadas em sacos plasticos e
mantidas sob refrigeracdo até o momento da ozonizagdo. Os grios tratados com
bifentrina foram fumigados com o 0zdnio nas concentragdes de 0,0; 1,1; 2,1; 3,2 e 4,3
mg L. Os grdos contendo pirimifés-metilico foram ozonizados nas concentragdes de
0,0; 0,2; 0,4; 0,6 ¢ 0,9 mg L. O gis foi aplicado num fluxo continuo de 1,0 L min”,
durante 1 h. A fumigacdo dos grdos foi feita no interior de recipientes cilindricos de
PVC (0,20 x 0,25 m) dotados de conexdes na parte inferior e superior para entrada e

saida do ozo6nio, respectivamente. Em cada cdmara foi instalada uma tela metdlica, a 10
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cm do fundo, para sustentagdo dos grios e formacio de um plenum, para melhor
distribuicdo do gés. O ensaio foi conduzido com temperatura controlada de 25 + 2 °C.

O ozbnio foi obtido por meio de um gerador de 0zonio O&L3.ORM (Ozone &
Life, Sao José dos Campos, Brasil), utilizando como insumo géds oxigénio isento de
umidade. O oxigénio foi retirado do ar atmosférico com o auxilio de um concentrador
de oxigénio OxxiSul, Mark 5 Plus (Ozonebras, Curitiba, Brasil). Na geracdo do ozdnio,
0 oxigénio passa por um reator refrigerado, onde existe uma descarga por barreira
dielétrica. Esse tipo de descarga é produzido ao aplicar uma alta voltagem entre dois
eletrodos paralelos, tendo entre eles um dielétrico (vidro) e um espago livre por onde
flui o oxigénio. No espago livre é produzida uma descarga em forma de filamentos, a

qual ocasiona a quebra das moléculas de oxigé€nio, formando o ozonio.

Exaustao
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Figura 1. Esquema da fumigacdo dos griaos de milho com o gas ozdnio.

A concentragdo do ozonio foi quantificada, utilizando-se o método iodométrico,
por titulacdo indireta, conforme recomendado pela International Ozone Association

(Eaton et al.,, 2005). Apds a exposi¢do ao ozOnio as amostras de milho foram
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homogeneizadas, separadamente, em homogeneizador tipo Boerner. Em seguida, foram
trituradas e submetidas a extracdo do analito de interesse, utilizando-se o método ESL-
PBT otimizado e validado. Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia
gasosa com detec¢do por captura de elétrons. O delineamento utilizado foi o

inteiramente casualizado com trés repeti¢des para cada concentragdo do ozonio.

2.7. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variincia, utilizando-se o
software SAS (SAS Institute, 2002). Os valores médios dos pardmetros otimizados
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o SAS
(SAS Institute, 2002). Os resultados obtidos no ensaio de avaliacdo das taxas de
degradacgdo dos inseticidas nos graos de milho pelo 0z6nio foram submetidos a ajustes

de regressao, utilizando-se o SigmaPlot (SPSS, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise cromatografica

A identificacdo de bifentrina e pirimif6s-metilico foi realizada por comparagio
entre os tempos de retencdo do analito em solugdo-padrdo e no extrato de milho
fortificado. Na Figura 2, sdo apresentados os cromatogramas caracteristicos da solugéo-
padréo contendo o inseticida e do extrato de graos de milho fortificado com bifentrina.
As condi¢des cromatograficas estabelecidas possibilitaram uma boa separacdo e
resolucdo do principio ativo analisado. O tempo total de andlise, utilizado para a
avalia¢do dos inseticidas foi de 10 min. Os tempos de retengdo (TR) dos inseticidas
foram 5,7 min para o pirimifés-metilico e 7,8 min para bifentrina. Os tempos de
retengdo do padrdo interno (parationa-metilica) foram 5,0 min na andlise de bifentrina e

5,2 min na anélise do pirimif6s-metilico.
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Figura 2. Cromatogramas de solucdo-padrdo contendo pirimifés-metilico na

concentracdo de 10,0 mg L' e extrato de milho fortificado com o inseticida na mesma
concentracdo (A); e de solucdo-padrio contendo bifentrina na concentracdo de 0,4 mg
L e extrato de milho fortificado com o inseticida na mesma concentracdo (B). TR1 (5,2
min) e TR3 (5,0 min) = tempos de retencdo da parationa-metilica na concentragdo de
0,1 mg L'l; TR2 (5,7 min) = tempo de retengdo do pirimifés-metilico e TR3 (7,8 min) =

tempo de retencao da bifentrina.
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3.2. Otimizacao da técnica ESL-PBT
3.2.1. Extracdo de bifentrina

As porcentagens de recuperacdo do inseticida bifentrina ndo variaram
significativamente entre os tipos de solventes extratores (F;,=0,29 e P=0,64), sendo
48,00+3,5% para a acetonitrila e 45,96+2,88% para a mistura acetonitrila: acetato de
etila (Figura 3A). Na escolha do solvente que melhor se adequa ao método ESL-PBT
alguns aspectos devem ser considerados, tais como a habilidade de extracdo, capacidade
de particdo e compatibilidade com a técnica cromatografica. A adig¢@o de acetato de etila
a acetonitrila € feita com o intuito de reduzir a polaridade da solugdo extratora, e assim,
favorecer a extragdo de compostos menos polares ou hidrofébicos como os piretréides
(Vieira et al., 2007; Marthe et al., 2010; Silvério et al., 2012). No entanto, esta mistura
nao favoreceu a extracdo de bifentrina nas amostras de milho. Desta forma, optou-se por
desenvolver o método com a acetonitrila, uma vez que descarta a necessidade da
mistura de solventes e, consequentemente, simplifica o procedimento de extracdo.
Aliado a isto, a acetonitrila ¢ miscivel em dgua e apresenta baixo ponto de fusdo (-45
°C) (Mastovskd & Lehotay, 2004; Prestes et al., 2009), propriedades essenciais ao
desenvolvimento da técnica ESL-PBT.

No que diz respeito ao modo de agitacdo, verificou-se que as porcentagens de
recuperagdo variaram significativamente entre os procedimentos testados (F,3=17,21 e
P=0,02). Nesta etapa da otimizacdo constatou-se que a porcentagem de recuperacio
obtida com a agitacdo em vortex (70,08+1,25%) foi significativamente maior que as
porcentagens de recuperacdo obtidas com a agitagdo em mesa agitadora (51,74+4,74%)
e ultrassom (46,05+1,94%) (Figura 3B). A etapa de agitacdo das amostras ou
homogeneizagdo é um dos fatores mais relevantes no processo de otimizacdo de uma
técnica, uma vez que, € nesta etapa que ocorre maior interagdo entre os solventes

extratores e os analitos que estdo sendo extraidos. O modo de agitacdo ideal é aquele
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que proporciona melhor precisdo, altos rendimentos de extracdo, melhor frequéncia
analitica e praticidade (Prestes et al., 2009). A agitacio em voértex atendeu a estes
requisitos, sendo eleito o modo de agitagdo que melhor se adequa ao desenvolvimento

da técnica ESL-PBT para extracdo de bifentrina em amostras de milho.

140 140 4
120 4 120 A
~ 100 ~ 100 +
S IS
2 80 & 80 )
13’ g a
<
g 60 1 E 60 1 b
3 a a 3 L b
S T T o =
40 - 40 4
20 4 20 1
0 . . 0 T T T
ACN ACN + AE Mesa Ultrassom Vértex
140 - 140 -
120 120 4 a
100 a 00 T
—_ f . ~ 100 -
g | : . g I X
al
g 804 i T 2 801 1
) i T ) i
2 60 - g 60 b
S =1 =5
Q Q
Q D
& 40 A R~ 40 A
20 7 20 4
0 T T T 0 T T T
1 min 2 min 3 min 3h 6h 12h

Figura 3. Porcentagens de recuperacdo do inseticida bifentrina em amostras de milho
fortificadas com o inseticida na concentragdo de 10 mg L™, utilizando-se acetonitrila e
acetonitrila + acetato de etila (A); agitacdo em mesa agitadora, ultrassom e vortex (B);
tempos de agitacido em vortex de 1, 2 e 3 min (C); e tempos de congelamento de 3, 6 e

12 h (D). Os valores nas barras representam as médias de duas replicatas.

As porcentagens de recuperagdo de bifentrina, também, ndo variaram

significativamente entre os tempos de agitacdo avaliados (F»9=0,60 e P=0,57). Os
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valores obtidos podem ser observados na Figura 3C, onde consta que as porcentagens de
recuperacdo para os tempos de 1, 2 e 3 min de agitacdo foram 87,12+13,36;
78,89+13,08 e 76,02+8,69%, respectivamente. Estes resultados sugerem que no tempo
minimo de agitacdo em vortex (1 min) jd tenha ocorrido a mdxima interacdo entre o
analito de interesse (bifentrina) e o solvente extrator (acetonitrila). Com isto, o aumento
no tempo de agitagdo ndo contribui para o aumento na porcentagem de recuperacdo da
técnica proposta. Tal fato, motivou a escolha do tempo de agitacio de 1 min para
compor a técnica ESL-PBT. Aliado a isto, a ado¢do do menor tempo de agitacdo
contribui para a redu¢do no tempo de preparo das amostras.

Com relacdo ao tempo de congelamento, observou-se que as porcentagens de
recuperagdo de bifentrina variaram significativamente entre os tempos testados
(F2.9=687 e P=0,02). A porcentagem média de recuperacdo obtida no tempo de
congelamento de 3 h (104,32+12,69%) foi significativamente maior do que a obtida no
tempo de congelamento de 12 h (57,33+2,17%). J4 o tempo de congelamento de 6 h
(75,56+4,19) foi estatisticamente igual tanto ao tempo de congelamento de 3 h como ao
tempo de congelamento de 12 h (Figura 3D). Com o aumento no tempo de
congelamento parte da fase orginica congela juntamente com a fase aquosa. Em
decorréncia disto, parte do analito fica retido na interface formada entre essas duas fases
e, consequentemente, ndo é recuperado (Costa, 2011). Isto explica a menor porcentagem
de recuperagao obtida no tempo de congelamento de 12 h. Tendo em vista os resultados
obtidos, escolheu-se o tempo de congelamento de 3 h para o desenvolvimento da
técnica ESL-PBT. A escolha deste tempo de congelamento € vantojosa porque, além de
promover elevada porcentagem de recuperag@o, contribui para a reducio no tempo de
preparo das amostras e extragdo do analito.

A técnica ESL-PBT desenvolvida para a extra¢do de bifentrina em graos de

milho teve como variaveis selecionadas o solvente extrator acetonitrila, 0 modo de
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agitacdo em vortex, o tempo de agitacdo de 1 min e o tempo de congelamento de 3 h. O
método otimizado consiste em acrescentar a uma amostra de 2,0 g de milho, fortificada
com a bifentrina, um volume de 4,0 mL de dgua e 8,0 mL de acetonitrila. Essa mistura é
homogeneizada em voértex durante 1 min, e levada ao freezer (-20 °C) por 3 h. Passado
este periodo, o extrato € filtrado em papel de filtro contendo 2,0 g de sulfato de sédio
anidro. O volume recuperado é de 6 mL, dos quais se retira uma aliquota de 1,5 mL e
transfere-se para um vial ao qual se acrescenta 15 pL. de um padrdo interno. Os extratos
obtidos sdo analisados por CG-DCE. As porcentagens de recuperagdo obtidas ao final

do processo variaram de 73,2 a 104,3%.

3.2.1. Extragdo de pirimifos-metilico

O método desenvolvido para bifentrina adequa-se a extracdo e andlise de
pirimifés metilico por CG-DCE. O uso deste método proporcionou porcentagens de
recuperacdo do pirimifés-metilico na faixa de 98,4 a 105,9%, dispensando a otimizacao
do método para extragdo e andlise deste inseticida. Vale destacar que a técnica ESL-
PBT/CG-DCE proposta ¢ simples, eficaz e com baixo consumo de solvente. Descarta a
necessidade de etapas de evaporagdo e troca de solvente, o que consequentemente reduz
os riscos de contaminacdo, perdas de amostras e possivelmente os custos. Com isto,
pode ser aplicada em andlises de rotina para determinagdo de bifentrina e pirimifos-

metilico em amostras de milho.

3.3. Validac¢ao da técnica ESL-PBT
Os parametros utilizados na validacdo do método foram testados tanto para a
bifentrina como para o pirimifés-metilico. Os resultados obtidos sdo apresentados nos

tépicos seguintes (3.3.1 a 3.3.5).
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3.3.1. Seletividade

Na Figura 4, é apresentada a superposi¢do dos cromatogramas obtidos a partir da
injecdo de extratos de amostras de milho isentas dos inseticidas bifentrina e pirimif6s-
metilico (branco) e de extratos da matriz fortificada com os inseticidas. Ambos 0s
extratos foram obtidos pelo método de extracdo ESL-PBT otimizado. Avaliar a
seletividade consiste em avaliar a capacidade do método em separar o analito de
interesse de outros componentes presentes na amostra (Ribani et al., 2004; Paschoal et
al., 2008). Nota-se que os extratos das amostras de milho ndo apresentam interferentes
no mesmo tempo de retengdo dos compostos analisados. Desta forma, o método

otimizado € seletivo tanto para a bifentrina como para o pirimifés-metilico.

3.3.2. Limite de detecgdo e limite de quantificacdo

Os limites de detec¢ao (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos para a bifentrina
foram 0,09 e 0,29 mg kg, respectivamente. Para o pirimifés-metilico os LD e LQ
foram 1,05 e 3,19 mg kg, respectivamente. O limite de detec¢io (LD) representa a
menor concentragdo da substincia em exame que pode ser detectada, mas ndo
necessariamente quantificada. Ja o limite de quantificacdo (LQ) representa a menor
concentragdo da substincia em exame que pode ser medida, utilizando-se um
determinado procedimento experimental (INMETRO, 2007; Ribani et al., 2004). O
método otimizado proporcionou valores de LD e LQ abaixo dos limites maximos de
residuos (LMR), estabelecidos pela ANVISA e Codex alimentarius, para bifentrina e
pirimifés-metilico em grdos de milho. Estes resultados tornam o método, ESL-PBT
desenvolvido, adequado a determinacdo de residuos destes inseticidas em grdos de

milho, atendendo as regulamenta¢Ges nacionais e internacionais.
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Figura 4. Cromatogramas de extrato de milho isento de pirimifés-metilico (branco) e
fortificado com o inseticida na concentracio de 10 mg kg™ (A) e extrato de milho isento
de bifentrina (branco) e fortificado com o inseticida na concentracio 0,6 mg kg (B).
TR1 (5,2 min) e TR3 (5,0 min) = tempos de retencdo do padrio interno (parationa-
metilica) na concentragio de 0,1 mg L™'; TR2 (5,7 min) = tempo de retencio do

pirimifés-metilico e TR3 (7,8 min) = tempo de retengdo da bifentrina.
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3.3.3. Linearidade de resposta do método

As equagdes ajustadas para bifentrina e pirimifés metilico foram y = 0,17 +
1,22x e y = -1,08 + 0,12x, respectivamente. Estas equacdes geram coeficientes de
correlacdo (r) igual a 0,99 (Figura 5). A linearidade corresponde a capacidade do
método em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentragdo do analito em
andlise, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (Swartz & Krull, 1998; Ribani et
al., 2004). O principal parametro utilizado para estimar a linearidade do método é o
coeficiente de correlagdo (r) da curva analitica (Ribani et al., 2004). As recomendagdes
da ANVISA (2003) determinam que o valor minimo de r seja 0,99. No entanto, o
INMETRO (2007) determina que valores de r acima de 0,90 indicam a linearidade do
método. Os valores de r obtidos para a extragdo de bifentrina e pirimifés-metilico
atendem as exigéncias tanto do INMETRO quanto da ANVISA. Aliado a isto, o grafico
de residuos (Figura 5) demonstra que hd uma forte correlacdo entre as concentragdes e
as areas dos picos dos inseticidas em andlise, uma vez que os valores dos residuos
encontram-se uniformemente distribuidos em torno da média. Estes resultados indicam

que o método desenvolvido € linear para ambos os inseticidas, dentro das faixas de

concentragdes estudadas.

3.3.4. Exatiddo

No estudo da exatiddo, o método proposto apresentou porcentagem média de
recuperacdo para bifentrina e pirimifés-metilico iguais a 100,29 e 102,36%. As
concentragdes obtidas pela andlise dos extratos variaram de 0,22 a 0,94 mg kg'1 para
bifentrina e de 9,58 a 16,66 mg kg para o pirimifés-metilico. Os coeficientes de
variagdo obtidos foram 4,08% para bifentrina e 2,83% para pirimifés-metilico. A
exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método

em estudo em relacdo ao valor verdadeiro, usando um procedimento experimental para
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uma mesma amostra por repetidas vezes (Thompsom et al., 2002). Os intervalos
aceitdveis de recuperagdo para andlise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%,
com precisdo de até + 20%. No entanto, dependendo da complexidade analitica e da
amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15% (Ribani et al.,
2004). Desta forma, o método desenvolvido apresenta exatiddo, sendo confidvel para

extragdo e andlise de bifentrina e pirimifés-metilico em amostras de milho.

3.3.5. Precisdo

No estudo da precisdo observou-se que as concentragdes, obtidas apds a anélise
dos extratos fortificados com bifentrina na concentra¢io de 0,6 mg kg, variaram de
0,66 a 0,84 mg kg'l, apresentando coeficiente de variacdo igual a 8,9%. Ndo obstante, as
concentragdes obtidas apds a andlise dos extratos fortificados com pirimifés-metilico na
concentracio de 10,0 mg kg™ variaram de 9,58 a 10,15 mg kg'l. Esta variacdo fornece
um coeficiente de variacdo igual a 2,07%. A precisdo ¢ usada para avaliar a dispersdo de
resultados entre ensaios independentes, retidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas (INMETRO, 2007). Em métodos de
andlise de tracos ou impurezas sdo aceitos coeficientes de variagdo de até 20% (Huber,
1998; Ribani et al., 2004). Desta forma a técnica ESL-PBT ¢é considerada precisa, sendo

adequada a analise de bifentrina e pirimifés-metilico em amostras de milho.
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3.4. Aplicaciao da ESL-PBT para analise da degradacao dos inseticidas em graos de
milho expostos ao 0zonio

Os niveis de residuos nos graos de milho variaram significativamente entre as
concentracdes do ozdnio, tanto para bifentrina (F4,10=54,99 e P<0,0001) como para
pirimifés-metilico (F4.10=243,00 e P<0,0001). A concentragdo de bifentrina e de
pirimifés-metilico reduziu com o aumento da concentracdo do ozdnio (Figura 6).
Embora a fumigacdo com ozdnio tenha sido eficiente na remocdo dos residuos de
ambos os inseticidas, a concentragdo do gds (0,64 mg L) necesséria para redugio dos
niveis de pirimifés-metilico a niveis abaixo do limite de detec¢do da ESL-PBT
desenvolvida foi cerca de sete vezes menor do que a concentracio (4,3 mg L™)
necessdria para maxima remog¢ao dos residuos de bifentrina (Tabela 1). Verifica-se que
os niveis de bifentrina reduziram de 0,37 para 0,02 mg kg'l, correspondendo a uma taxa
de degradacdo de 93,1%. J4 os niveis de pirimifés metilico reduziram de 8,76 para
valores abaixo de 1,05 mg kg1 (< LD), atingindo uma taxa de degradacdo superior a
88,0% (Figura 6 e Tabela 1).

Estes resultados se devem ao elevado potencial oxidativo do 0zdnio, o qual tem
sido relatado em diversos estudos como altamente eficiente na degradacdo de residuos
de agrotoxicos, em diferentes produtos (Hwang et al., 2001; Wu et al., 2007; 2009;
Ikeura et al., 2011; Lin et al., 2012). O 0z6nio possui grande afinidade com estruturas
moleculares compostas por duplas ligacdes (von Guten, 2003; Miao et al., 2010). A
estrutura molecular tanto da bifentrina como do pirimifés-metilico é composta por um
grande nimero de ligagGes deste tipo, o que favorece o processo de quebra das

moléculas e consequente a degradacdo pelo ozonio.
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Figura 6. Concentracdo residual (mg kg'l) de bifentrina (A) e pirimifés-metilico (B) em
grios de milho tratados com estes inseticidas e expostos ao ozonio em diferentes
concentragdes e fluxo continuo de 1,0 L min'l, durante 1,0 h. LMR = Limite Maximo de

Residuos.

Os resultados demonstram que o processo de degradacdo do pesticida se
intensifica 2 medida que se aumenta a concentragdo do géds. A este respeito Miao et al.

(2010) e Qiang et al. (2010) relataram que o aumento na concentragdo do ozdnio pode
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promover aumento na eficiéncia do processo de degradac@o de residuos de agrotoxicos.
Isto ocorre devido a0 aumento no nimero de moléculas do O3 e/ou radicais livres (Oe —
produzidos pela quebra da molécula Os3) disponiveis no meio, os quais interagem com as
moléculas dos agrotéxicos e ocasionam sua quebra (Miao et al., 2010). No entanto, foi
observado que nas maiores concentracdes do ozonio utilizadas no estudo da degradacdo
do pirimifés-metilico (0,6 e 0,9 mg L’l) e da bifentrina (3,2 e 4,3 mg L’l) as taxas de
degradacg@o dos inseticidas apresentaram valores muito proximos (Figura 6 e Tabela 1).
Nestas concentragdes € possivel que os residuos dos inseticidas encontrem-se retidos

nas estruturas mais internas dos gréos, tornando-se pouco acessiveis ao 0zonio.

Tabela 1. Concentracio residual (mg kg) e taxa de degradacdo (%) de bifentrina e
pirimifés-metilico em grdos de milho fumigados com o0zd6nio em diferentes

concentragdes e fluxo continuo de 1,0 L min™', durante 1,0 h.

Ozonio Bifentrina Pirimifés-metilico

(mg L") Residuos (mg kg”)* Degradaciio (%) Residuos (mg kg’)* Degradacio (%)

0,0 0,37+0,01 00,0 8,88+5,06 000,0
0,2 _ _ 2,50+2,22 71,9
04 _ _ 1,55+5,40 82,5
0,6 _ _ < LD** > 88,0
0,9 _ _ < LD** > 88,0
1,1 0,13+0,02 64,1 _ _
2,1 0,06+0,01 84,2 _ -
32 0,04+0,01 89,9 _ -
4,3 0,02+0,01 93,1

* Média de trés repetigdes + erro padrao médio.

** LD = Limite de detec¢cdo do método ESL-PBT
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4. CONCLUSOES

A técnica ESL-PBT/CG-DCE desenvolvida € eficiente para a extracdo de
bifentrina e pirimifés-metilico em graos de milho. O método apresentou limites de
deteccao abaixo dos limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos pela ANVISA e
Codex Alimentarius, podendo ser empregado para andlise de residuos e tracos de
bifentrina e pirimifés-metilico em graos de milho. A técnica otimizada e validada
resultou num método simples, eficaz, com baixo consumo de solvente e de baixo custo.

A aplicacdo da técnica ESL-PBT otimizada e validada permitiu avaliar a taxa de
degradacg@o dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico em grdos de milho expostos
ao ozonio. Com isto, concluiu-se que o 0z6nio mostrou-se eficiente na degradacdo dos
residuos de bifentrina e pirimifés-metilico em graos de milho, e que a eficiéncia na

degradac@o dos inseticidas aumenta com o incremento na concentracao do 0zonio.
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Capitulo 2

CINETICA DE DEGRADACAO DOS RESIDUOS DE INSETICIDAS EM

GRAOS DE MILHO EXPOSTOS AO OZONIO

RESUMO

Este trabalho teve como o objetivo estudar a cinética de degradacdo dos residuos de
bifentrina e pirimifés-metilico em graos de milho sob exposicdo ao ozdnio e avaliar o
efeito da ozonizagdo sobre a qualidade dos graos de milho. Na realizagdo dos ensaios
utilizaram-se grios de milho tratados com os inseticidas Prostore 25 CE® (bifentrina) e
Actellic 500 CE® (pirimifés-metilico) nas doses de 16,0 e 24,0 mL. !, respectivamente.
Estes graos foram expostos ao 0zonio na concentragao de 0,86 mg L e fluxo continuo
de 1,0 L min" em diferentes periodos de exposi¢io. Os periodos de exposicio ao 0zonio
variaram de 0,0 a 12,0 h para os graos tratados com a bifentrina e de 0,0 a 1,5 h para os
gréos tratados com o pirimifés-metilico. Os residuos dos inseticidas foram extraidos dos
grios utilizando-se a técnica ESL-PBT. Os extratos obtidos foram analisados por
cromatografia gasosa com deteccio por captura de elétrons. Os dados das concentragdes
residuais da bifentrina e do pirimifés-metilico, em fungcdo do periodo de exposi¢do ao
ozbnio, foram ajustados aos modelos cinéticos de ordem zero, primeira ordem e
segunda ordem. As caracteristicas fisico-quimicas avaliadas foram o teor de 4gua, a
condutividade elétrica e a capacidade de germinacdo dos graos de milho. Observou-se
que o ozonio foi eficiente na degradagdo dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico,
sendo o aumento na eficiéncia do processo de degradacdo dos inseticidas diretamente
proporcional ao aumento no periodo de exposi¢do ao gas. O modelo cinético que melhor
se ajustou aos dados de degradacdo dos residuos do pirimifés-metilico e da bifentrina
pelo ozonio foi o de primeira ordem. Além disso, o 0z6nio ndo alterou as caracteristicas

qualitativas dos graos de milho.
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DEGRADATION KINETICS OF INSECTICIDES RESIDUES IN MAIZE

GRAIN UNDER EXPOSURE TO OZONE

ABSTRACT

This work aimed to study the degradation kinetics of bifenthrin and pirimiphos-methyl
in maize grains under exposure to ozone and evaluate the ozonation effect on the quality
of maize grain. It was used maize grains free of pesticide residues. The insecticides used
were ProStore 25 EC (bifenthrin) and Actellic 500 EC (pirimiphos-methyl) at 16.0 and
24.0 mL t”, respectively. The grains were exposed to ozone at a concentration of 0.86
mg L and continuous flow of 1.0 L min™ at different exposure periods. The periods of
ozone exposure ranged from 0.0 to 12.0 h for grain treated with bifenthrin and from 0.0
to 1.5 h for grains treated with pirimiphos-methyl. The insecticides residues were
extracted from the grain using the SLE-LTP (Chapter 1). The obtained extracts were
analyzed by gas chromatography with electron capture detection. The data of bifenthrin
and pirimiphos-methyl concentrations, depending on the ozone exposure, were adjusted
to zero order, first and second order kinetic models. The maize physico-chemical
characteristics measured were moisture content, electrical conductivity and germination.
It was observed that ozone degradation was effective in bifenthrin and pirimiphos-
methyl residues, being the increase in the degradation efficiency of the insecticides
directly proportional to the increase in the exposure period of the gas. The kinetic model
that best adjusted to pirimiphos-methyl and bifenthrin degradation by ozone was first

order. In addition, ozone did not affect the maize qualitative characteristics.

Key words: Bifenthrin, pirimiphos-methyl, residues, grains
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1. INTRODUCAO

O uso dos inseticidas residuais constitui uma importante estratégia na protecio
dos grdos e produtos armazenados contra o ataque de insetos-praga (Arthur, 1996;
Wakil et al., 2013). O principal objetivo na aplicacdo destes produtos consiste em
manter a integridade dos grdos e garantir o abastecimento de alimentos por longo
periodo apds a colheita (Wakil et al., 2013). Os inseticidas comumente empregados com
esta finalidade pertencem aos grupos quimicos piretréides e organosfosforados (Collins,
2006; Nighat et al., 2007). Estes inseticidas apresentam elevada toxicidade para os
insetos, baixa toxicidade para os mamiferos e curta persisténcia no ambiente quando
aplicados de forma adequada (Oviedo et al., 2003; Santos et al., 2007). No Brasil é
registrado para o tratamento de grdos armazenados de milho diversos inseticidas, dentre
0s quais se encontram a bifentrina (piretréide) e o pirimifés-metilico (organosfosforado)
(MAPA, 2013).

Nas ultimas décadas tem se observado a necessidade de doses de inseticidas
cada vez maiores para o controle efetivo dos insetos, o que ¢é decorrente do
desenvolvimento de resisténcia pelos insetos-praga aos inseticidas (McDonough et al.,
2011). Esta situacdo gera sérios riscos a populagdo, uma vez que os residuos dos
inseticidas podem permanecer nos alimentos em niveis capazes de ocasionar danos a
satde dos consumidores (Wakil et al., 2013). Vale ressaltar que a principal forma de
exposicdo da populacdo aos inseticidas se da pela presenca de residuos nos alimentos
(Santos et al., 2007). As moléculas dos inseticidas sintéticos sdo facilmente degradadas
pela temperatura e radiacdo solar. No entanto, quando os inseticidas sdo aplicados em
doses muito superiores as recomendadas, o processo natural de quebra das moléculas
ndo € suficiente para reduzir os residuos a niveis considerados seguros para consumo,

dentro do periodo de caréncia (Chen & Wang, 1996; Trevizan & Baptista, 2000).
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A elevada exigéncia dos consumidores, decorrente de um novo padrdo de
consumo no mercado de alimentos, tem ocasionado o aumento na demanda por
produtos isentos de residuos de agrotoxicos (Tiwari et al., 2010; Wakil et al., 2013).
Essa situagdo tem motivado o desenvolvimento de tecnologias capazes de degradar os
residuos dos agrotdxicos nos alimentos antes do consumo. As tecnologias modernas
adotadas com este fim incluem o uso de radiagdo ultra-violeta (UV), perdxido de
hidrogénio (H,0,), 6xido de titdnio (TiO,) e o gis ozbdnio (Os). Todavia, o uso do
ozonio vem se destacando, gracas ao elevado poder oxidativo e facilidade de obtencdo
deste gas (Ikeura et al., 2011; Lin et al., 2012). Alguns estudos tém apontado o potencial
do ozo6nio como agente de degradacdo de residuos de agrotoxicos (Wu et al., 2009;
Gabler et al., 2010) e micotoxinas (Alencar et al., 2012) em produtos vegetais.

A eficiéncia do ozdnio na degradacdo de residuos de agrotéxicos em produtos
vegetais vem sendo relatada em diversos trabalhos. A este respeito, ressalta-se a
degradacdo de pesticidas em alface (Ikeura et al., 2011), folhas de cha frescas (Lin et al.,
2012), maca (Hwang et al., 2001), morango (Ikeura et al., 2011), nabo (Wu et al., 2007)
e tomate cereja (Ikeura et al., 2011), dentre outros produtos. No entanto, ndo ha relatos
sobre 0 uso do ozbnio para a degradacdo de residuos de pesticidas em grdos
armazenados. Em decorréncia disto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
estudar a cinética de degradacdo dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico em
griaos de milho sob exposicdo ao ozonio. Aliado a isto, avaliou-se o efeito do processo

de ozonizacao sobre a qualidade dos graos de milho.

2. MATERIAL E METODOS
Os ensaios foram realizados no Setor de Pré-Processamento e Armazenamento
de Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia Agricola e no Laboratdrio de

Quimica Analitica do Departamento de Quimica, ambos na Universidade Federal de
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Vigosa (UFV), Campus Vicosa-MG. Utilizaram-se gridos de milho (Zea mays L.),
isentos de inseticidas, produzidos na safra de verdo (2011/2012) no municipio de
Senador Firmino-MG. Os grios apresentavam-se com as seguintes caracteristicas: teor
de 4dgua = 12,0% base umida (b.u.); infestacdo por insetos-praga = 1,0 %; massa
especifica aparente = 714,6 kg m”; condutividade elétrica = 8,5 uS cm’ g'lg e
capacidade de germinacdo = 91,8%. Estes gridos foram tratados com os inseticidas
bifentrina e pirimifés-metilico e, em seguida, expostos ao 0ozdnio para a degradacdo dos

residuos dos inseticidas.

2.1. Aplicacao dos inseticidas na massa de graos de milho

Os graos de milho foram espalhados sobre lona plastica, em camada fina, e
tratados com os principios ativos bifentrina e pirimif6és-metilico. Os principios ativos
foram aplicados, separadamente, sobre os grdos com auxilio de um pulverizador
manual. Os inseticidas utilizados foram o Prostore 25 CE e o Actellic 500 CE, cujos
principios ativos sdo a bifentrina e o pirimifés-metilico, respectivamente. As doses
utilizadas foram 16,0 mL t" para o Prostore 25 CE e 24,0 mL t"' para o Actellic 500 CE.
Estas doses fornecem as concentracdes tedricas de bifentrina e pirimifés-metilico iguais
a 0,4 mg kg e 12,0 mg kg, respectivamente. A aplicacio dos inseticidas foi feita
seguindo a recomendagdo do fabricante, sendo cada dose diluida em 1,0 L de dgua e as
caldas pulverizadas sobre os grdos. Em seguida, os grdos foram homogeneizados com
auxilio de um rodo e deixados em repouso por cerca de 6 h, para que fosse evaporado o
excesso de dgua deixado pela calda inseticida nos griaos. Apds esse periodo a massa de
graos foi dividida em amostras de 1,0 kg, as quais foram acondicionadas em sacos

plasticos e mantidas sob refrigerag@o até o momento da ozonizagdo.
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2.2. Ozonizacao dos graos de milho

As amostras de grdos de milho tratadas com os inseticidas foram expostas ao
ozdnio, individualmente, no interior de recipientes cilindricos de PVC (0,20 x 0,25 m).
Nas tampas inferior e superior destes cilindros foram instaladas conexdes para entrada e
saida do ozonio, respectivamente. Em cada recipiente foi instalada uma tela metdlica a
10,0 cm do fundo para sustentacdo dos graos e formacgao de um plenum, visando melhor
distribuicdo do gis. O ozdnio foi aplicado na concentragdo de 0,86 mg L e fluxo
continuo de 1,0 L min” em diferentes periodos de exposi¢do. Os grios contendo
bifentrina foram expostos ao 0zénio em periodos de tempo variando de 0,0 a 12,0 h e
intervalos regulares de 1,0 h. Os grios contendo pirimifés-metilico foram expostos ao
0zo6nio por periodos de tempo compreendidos entre 0,0 e 1,0 h, em intervalos regulares
de 0,17 h. A concentracdo do ozodnio foi quantificada, utilizando-se o método
iodométrico, por titulacdo indireta, conforme recomendado pela International Ozone
Association (Eaton et al., 2005). Como controle, os graos de milho tratados com os
inseticidas foram expostos ao oxigénio nas mesmas condi¢des e periodos utilizados para

ozonizagdo (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da fumigagdo dos gridos de milho com o gis ozénio (adaptado de

Sousa, 2007).
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2.3. Determinacao dos residuos dos inseticidas nos graos de milho

As amostras de grdos de milho (ozonizadas ou expostas ao oxigénio) foram
retiradas das camaras de fumiga¢do e homogeneizadas, separadamente, em
homogeneizador tipo Boerner. Em seguida, cada amostra foi triturada em moinho de
facas (Fritsch Pulverisette 14, Oberstein, Alemanha) até a obtencdo de um produto com
consisténcia de farinha. Este produto foi submetido ao processo de extragdo sélido-
liquido com particio em baixa temperatura, para quantificacio dos residuos de
bifentrina e pirimif6s-metilico remanescentes nos graos. A técnica desenvolvida permite
recuperagdes de bifentrina na faixa de 73,2 a 104,3% e de pirimifés-metilico na faixa de
98,4 a 105,9%.

O preparo das amostras para extracdo dos principios ativos bifentrina e
pirimifés-metilico consistiu em pesar uma massa de 2,0000 g do milho triturado,
acondicionar este material em frascos de vidro transparente com capacidade para 22,0
mL e acrescentar 4,0 mL de dgua destilada e 8,0 mL de acetonitrila. Esta mistura foi
agitada em vortex (Certomate® MYV, Sao Paulo, Brasil) durante 1,0 min e mantida em
freezer (-20 °C) por cerca de 3 h. Decorrido este periodo, a fase aquosa foi coletada e
passada através de papel filtro contendo 2,0 g de sulfato de sédio anidro, para eliminar a
presencga de dgua no extrato. Apos a filtragem, recolheu-se uma aliquota de 1,5 mL do
extrato obtido, transferiu-se para um vial com capacidade para 1,8 mL e acrescentou-se
15 pL de parationa metilica (padrdo interno).

As andlises cromatogrificas dos extratos foram realizadas em um cromatégrafo
a gis (Shimadzu GC-17-A, Kyoto, Japdo) equipado com detector por captura de
elétrons (DCE). Utilizou-se uma coluna cromatografica capilar do tipo DB-5 (Agilent
Technologies, Palo Alto, EUA), com fase estaciondria composta de 5% de fenil e 95%
de dimetilsiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,10 wm de
espessura de filme. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram as seguintes:
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a) Programacio de aquecimento da coluna para bifentrina
150 °C (1,5 min) 40°Cmin'J 220 °C (2 min) A40°Cmin' 290 °C (3 min)
b) Programacdo de aquecimento da coluna para pirimifés-metilico
150 °C (1 min) 30°Cmin' [ 210 °C 2°Cmin’ o 220 °C 40°Cmin’) 290 °C (1 min)
¢) Tempo total de anélise: 10 min
d) Temperaturas do injetor e do detector: 280 e 300 °C
e) Volume injetado: 1,0 UL
f) Divisao de fluxo: 1:5
g) Gas de arraste: nitrogénio

h) Vazdo do gds de arraste: 1,2 mL min’ para bifentrina ¢ 1,0 mL min” para

pirimifés-metilico

2.4. Cinética de degradacao dos inseticidas

A literatura reporta que o processo de degradacdo de compostos orginicos pelo
ozOnio normalmente ajusta-se a modelos cinéticos de primeira ordem em relacdo aos
compostos organicos (Chiron et al., 1998; Herrmann et al., 1999; Farre et al., 2005;
Chelme-Ayala et al., 2010; Bourgin et al., 2011). No entanto, alguns autores relatam
ajustes a este processo de modelos cinéticos de ordem zero (Farre et al., 2005) e
segunda ordem (Chelme Ayala et al., 2010). Em decorréncia disto, os niveis de residuos
de bifentrina e pirimifés-metilico em fungdo da exposicdo ao ozdnio foram ajustados
aos modelos cinéticos de ordem zero, primeira ordem e segunda ordem em relacdo aos
inseticidas (Tabelal). A escolha do modelo, que melhor se ajustou aos dados, foi feita
com base no valor do coeficiente de determinagdo e significincia dos pardmetros da

equacdo referentes ao coeficiente linear e inclinacio da curva.
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Tabela 1. Modelos cinéticos ajustados a degradacdo dos residuos de bifentrina e

pirimifés-metilico pelo ozdnio.

Ordem Modelos de cinética Equacgio
Zero C=Co-kt (D
Primeira InC =InCo -kt 2)
Segunda 1 = 1 +kt 3)
C G

em que:
C = concentragio dos inseticidas em um determinado tempo (mg kg™);
Cy = concentracdo dos inseticidas no tempo inicial (mg kg'l);

k = constante da taxa de degradacdo; e

t = tempo (h).

2.5. Avaliacao da qualidade dos graos de milho

A avaliagdo da qualidade dos grdos foi realizada imediatamente apds a aplicacao
dos inseticidas e ao fim de cada periodo de exposi¢cdo dos grdos ao 0zdnio, em trés
repeticdes. As andlises realizadas foram de teor de dgua, condutividade elétrica e
capacidade de germinagdo dos graos.

O teor de agua dos grios foi determinado utilizando-se o método de estufa,
segundo as normas descritas pela ASAE (2004), que prescrevem a utilizagdo de estufa
com circulag@o forcada de ar a temperatura de 103+1 °C, durante 72 h. Utilizaram-se
trés repeticdes de 30 g de grios para cada tratamento. Os resultados obtidos foram
expressos em porcentagem base tmida (b.u.)

A condutividade elétrica da solucdo contendo grdos de milho foi medida

utilizando-se o Sistema de Copo ou Condutividade de Massa (Vieira & Carvalho, 1994).
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Os testes foram realizados com trés repeticdes de 50 graos, retirados aleatoriamente de
cada tratamento. O valor da condutividade elétrica (uS em™) foi dividido pela massa
total dos gros, obtendo-se o valor expresso em uS cm™ g de massa total.

O percentual de germinagdo foi determinado pelo teste-padrdo de germinagdo
conforme recomendacdes das Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), com 50
graos por amostras, utilizando-se quatro repeti¢des. A contagem foi realizada aos sete
dias, considerando-se o ntimero de plantulas normais, e os dados expressos em

porcentagem média de germinagao.

2.6. Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas, sendo as parcelas compostas pelos tratamentos com o gids 0zdnio € o
controle e as subparcelas compostas pelos periodos de exposicio ao ozdnio. O
experimento foi conduzido com trés repeti¢des para cada interagdo entre tratamento e
periodo de exposi¢do. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
utilizando-se o software SAS (SAS Institute, 2002). Em seguida, foram submetidos a
ajustes de modelos mateméticos por meio de andlise de regressdo, utilizando-se o

software SigmaPlot (SPSS, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Cinética de degradacao dos inseticidas

Os niveis dos residuos do piretréide bifentrina variaram significativamente entre
os grios expostos ao ozdnio e ao oxigénio (F;.,=382,25 e P=0,0026). Também houve
variagdo significativa entre os periodos de exposi¢do a estes tratamentos (Fi2.50=11,45 ¢
P<0,0001), bem como interacdo significativa entre os tratamentos e periodos de

exposicdo (Fj2.50=15,01 e P<0,0001). Observou-se que a concentracdo de bifentrina nos
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graos de milho reduziu significativamente ao longo do periodo de exposi¢do ao ozdnio,
porém manteve-se constante no controle (Figura 2A). A concentracdo do inseticida nos
graos ozonizados apresentou reducdo de 0,38 para 0,05 mg kg'l, 0 que corresponde a
uma taxa de 87% de degradacdo do principio ativo. Os residuos remanescentes nos
graos ao final da ozonizagdo foram equivalentes ao LMR estabelecido pelo Codex

Alimentarius como seguro para consumo humano.
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Figura 2. Concentracio residual de bifentrina (A) e pirimifés-metilico (B) em fungédo
do periodo de exposi¢io ao oz6nio (0,86 mg L) e ao oxigénio. As curvas tracadas nio

constituem ajustes de modelos, somente representam a tendéncia dos dados.
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A concentracdo residual do organofosforado pirimifés-metilico variou
significativamente entre os grdos de milho expostos ao ozdnio e ao oxigénio
(F12=1200,00 e P=0,0008). Os niveis de residuos deste inseticida também variaram
significativamente entre os periodos de exposicdo (Fg26=30,44 e P<0,0001). Além
disso, verificou-se interacdo significativa entre a exposi¢do aos gases e periodos de
exposicdo (Feo6=18,11 e P<0,0001). Todavia, a variagdo ocorrida ao longo do periodo
de exposi¢do foi significativa apenas nos grios ozonizados (Figura 2B). A concentracdo
residual média do pirimifés-metilico nos grdos ozonizados apresentou uma queda de
11,53 para valores abaixo de 1,05 mg kg’ (< LD), o que corresponde a 91% de
degradac@o do principio ativo.

Estes resultados se devem ao elevado poder oxidativo do 0zdnio, o qual tem sido
reportado na literatura como eficiente agente de degradagdo de residuos de diversos
agrotoxicos, incluindo piretréides (Wu et al., 2007; Lin et al., 2012) e
organosfosforados (Wu et al., 2009; Meng et al., 2010; Yang et al., 2010; Muiioz et al.,
2011). Vale destacar que a eficiéncia do ozonio na degradagdo de diversos pesticidas
estd relacionada a capacidade que este gds possui em reagir, sobretudo, com estruturas
moleculares contendo duplas ligacdes, compostos aromadticos e aminas (von Guten,
2003). Os inseticidas bifentrina e pirimifés-metilico apresentam em suas estruturas
moleculares tanto cadeias aromadticas quanto radicais contendo duplas liga¢cdes (Figura
3), os quais constituem sitios de agdo para o ozonio e justificam a eficiéncia do gis no

processo de remocao dos residuos destes inseticidas.
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Figura 3. Estrutura molecular dos inseticidas bifentrina (A) e pirimifés-metilico (B).
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Na Tabela 2, encontram-se os modelos cinéticos ajustados aos dados de
degradacdo da bifentrina e do pirimifés-metilico em funcdo do periodo de exposicdo ao
gds ozonio. No estudo da cinética de degradacdo da bifentrina pelo ozdnio, verificou-se
que o modelo cinético de segunda ordem apresentou maior coeficiente de determinacio
(r* = 0,96) em relacdo aos demais. Por outro lado, o modelo cinético de primeira ordem
também apresentou coeficiente de determinagdo elevado (r2 = 0,91), consistindo no
segundo maior valor de r*. Considerando-se que ambos os modelos sdo lineares e que a
diferenca nos valores de r* entre os modelos é pequena, pode-se utilizar tanto o de
primeira como o de segunda ordem para descrever o processo de degradacdo da

bifentrina pelo ozdnio.

Tabela 2. Modelos cinéticos ajustados a degradacdo dos residuos de bifentrina e

pirimifés-metilico nos graos de milho, em funcio do periodo de exposi¢do ao 0zonio.

Bifentrina Pirimifos-metilico
Ordem
Equacao linearizada r’ Equacao linearizada r
Zero C=0,2982-0,0254t 0,79 C=9,8527-11,6115t (.90

Primeira InC=-1,1513-0,1677t 0,91 InC=2,5347-3,2144t  (,94

Segunda 1/C =1,7059 +1,4498t 0,96 1/C=0,0159-0,0147t 0,88

Com relagdo ao estudo da cinética de degradagdo do pirimifés-metilico pelo
ozdnio, observou-se que o modelo de primeira ordem apresentou maior coeficiente de
determinagdo (* = 0,94) em relacdo aos demais modelos testados (Tabela 2), podendo
ser considerado como o modelo que melhor representa o processo de degradacdo do
pirimifés-metilico pelo gds. Com base neste resultado e no fato de que o modelo
cinético de primeira ordem, também apresenta bom ajuste a degradacdo da bifentrina

pelo ozdnio, optou-se por utiliza-lo para representar o processo de degradacdo de ambos
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os inseticidas nos grdos de milho expostos ao ozdnio (Figura 3). Estes resultados sdo
reforcados pelas informagdes encontradas na literatura (Chiron et al., 1998; Herrmann et
al., 1999; Farre et al., 2005; Chelme-Ayala et al., 2010; Bourgin et al., 2011), onde é
frequente o relato de ajustes de modelos cinéticos de primeira ordem para descrever o
processo de degradacdo de pesticidas pelo ozdnio. O modelo cinético ajustado neste
estudo descreve a linearizacdo dos dados por meio do logaritmo neperiano (In) da
concentracdo do inseticida em funcdo do periodo de exposicdo ao ozonio. A equacio
obtida apresenta constante de degradacdo (k) negativa, indicando que o processo de

degradacfo é diretamente proporcional ao aumento no periodo de exposi¢do ao 0zdnio.

In[Bifentrina]
©
(=)

Exposi¢do ao 0zonio (h)

3,0

2,5 A S

1.5 A

1,0 4

In[Pimirifés-metilico]

0,5 1 o

0,0

T T T T T T T 1

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Exposi¢do ao 0zonio (h)
Figura 4. Modelos cinéticos ajustados a concentracdo residual de bifentrina (A) e

pirimifés-metilico (B) em fungéo do periodo de exposi¢do ao ozdnio.
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Os tempos de meia vida (ty,) calculados para bifentrina e pirimifés-metilico (t;,,
= In(2)/k) nos graos de milho expostos ao o0zdnio, segundo o modelo cinético de
primeira ordem linearizado foram 4,1 e 0,2 h, respectivamente. Tal resultado se deve as
diferencas nas estruturas moleculares da bifentrina e do pirimifés-metilico, as quais
conferem propriedades especificas a cada inseticida. Os piretréides sdo pouco voldteis e
altamente lipofilicos quando comparados aos organofosforados (Zalom, 2001; Manna et
al., 2004; Santos et al., 2007; Chen et al., 2012). A alta lipofilicidade pode manter as
moléculas da bifentrina fortemente adsorvidas aos lipidios presentes nos graos de milho.
A baixa volatilidade, por sua vez, pode dificultar o processo de dissipacdo dos residuos
deste inseticida nos grdos de milho (Santos et al., 2007). Estas caracteristicas podem
dificultar o processo de quebra das moléculas de bifentrina pelo ozoénio e,
consequentemente, aumentar o periodo de exposicdo necessdrio para redugdo dos
residuos do inseticida nos graos, a niveis considerados seguros para o consumo. Por
outro lado, os organofosforados sdo bem reativos quimicamente quando comparados
aos piretrdides, sendo facilmente degradados por fatores quimicos (Zalom, 2001). Esta
caracteristica pode ter promovido maior interacdo do 0zdnio com o pirimifés-metilico
do que com a bifentrina. Isto pode favorecer o processo de quebra do pirimifés-metilico

pelo ozdnio, justificando a elevada degradagdo em menor periodo de tempo.

3.2. Avaliacao da qualidade dos graos de milho

As caracteristicas fisico-quimicas avaliadas ndo variaram significativamente
entre os graos expostos ao 0zOnio e ao oxigénio, tanto no processo de remog¢do da
bifentrina (teor de dgua: F;,=1,00 e P=0,4226; condutividade elétrica F;.,=0,632 e
P=0,5101; germinacdo: F;,=4,197 e P=0,1770) como no processo de remocdo do
pirimifés-metilico (teor de 4agua: F;,=4,00 e P=0,1835; condutividade elétrica

F,,=0,750 e P=0,4778; germinacdo: F;,=0,00 e P=0,9978). Aliado a isto, as varidveis
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analisadas também ndo variaram significativamente entre os periodos de exposi¢do aos
gases, permanecendo inalteradas ao final dos processos aplicados tanto para a
degradacgdo da bifentrina (teor de dgua: F,.c=2,455 e P=0,1682; condutividade elétrica
F1.6=28,710 e P=0,1700; germinac¢do: F;.,x=19,183 e P=0,4700) como para a degradacao
do pirimifés-metilico (teor de dgua: F;.=4364 e P=0,8170; condutividade elétrica:

F,,6=30,375 e P=0,1500; germinag¢do: F;.,=0,878 e P=0,3849).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos gridos de milho expostos ao ozonio e

oxigénio para degradac@o dos residuos de bifentrina e pirimifés-metilico.

Bifentrina Pirimifos-metilico
Variavel Periodo
Ozonio Controle Ozonio Controle

Teor de dgua (% b.u.) Inicial 12,3Aa 12,3Aa 11,9Aa 11,9Aa

Final 11,7Aa 12,0Aa 11,3Aa 12,0Aa
C.E. (uS cm™ ghy* Inicial 8,7Aa 8,7Aa 9,0Aa 9,0Aa

Final 13,0Aa 14,0Aa 9,7Aa 10,0Aa
Germinacao (%) Inicial 80,0Aa 80,0Aa 87,0Aa 87,0Aa

Final 84,0Aa 85,0Aa 86,0Aa 86,0Aa

* C.E. — condutividade elétrica
** Médias seguidas de mesma letra, maidscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste LSD a 5% de probabilidade.

Os valores observados encontram-se dispostos na Tabela 3, a qual demonstra a
comparagdo entre os valores de teor de dgua, condutividade elétrica e germinacdo dos
griaos de milho em dois niveis. O primeiro nivel (linhas) demostra a comparacio entre
0s grdos expostos ao 0zOnio e oxigénio; e o segundo nivel (colunas) demonstra a

comparagdo entre os periodos de exposicdo em cada um dos tratamentos utilizados. Os
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resultados obtidos corroboram os observados em estudos anteriores, onde foi relatado
que o ozdnio ndo afetou a qualidade dos grdos de milho (Pereira et al., 2007) e
amendoim (Alencar et al., 2011). Em decorréncia do exposto, sugere-se o uso do 0zénio
como uma importante ferramenta para a remogao de residuos de agrotéxicos em graos e

subprodutos armazenados.

4. CONCLUSOES

O ozdnio mostrou-se eficiente na degradacdo dos residuos de bifentrina e
pirimifés-metilico nos graos de milho, sendo o aumento na eficiéncia do processo de
degradag@o dos inseticidas diretamente proporcional ao aumento no periodo de
exposicdo ao gids. O modelo cinético que melhor explica o processo de degradacio da
bifentrina e do pirimifés-metilico foi o de primeira ordem, o qual € linearmente
representado pelo logaritmo natural (In) da concentracdo dos inseticidas em fungdo do
periodo de exposicdo ao gis. Este modelo apresenta constante de degradacdo negativa, a
qual indica que quanto maior € o periodo de exposi¢do ao 0zOnio maior € a taxa de
degradacdo da bifentrina e do pirimifés-metilico. Além disto, o 0zonio ndo alterou o
teor de dgua, a condutividade elétrica e a capacidade de germinacdo dos grios de milho.
Desta forma, o uso do ozoOnio torna-se atraente e promissor para o tratamento de

residuos de agrotéxicos em produtos armazenados.
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CONSIDERA COES FINAIS

O ozdnio é uma tecnologia promissora para o tratamento pods-colheita de
produtos vegetais. Diversas pesquisas apontam este gds como uma importante
ferramenta para o controle de insetos-praga e microorganismos em graos armazenados.
Neste sentido, o 0zOnio torna-se atraente porque além de ser eficiente no controle das
pragas também ndo altera as caracteristicas qualitativas dos grdos, bem como néo
apresenta risco de desenvolvimento de resisténcia em insetos. A comprovada eficiéncia
do 0zdnio na degradacgéo dos residuos de inseticidas em graos de milho vem se somar as
potencialidades do ozdnio. Os resultados obtidos, aliado as informagdes disponiveis na
literatura, confirmam a versatilidade do o0z6nio, o qual pode ser empregado com
objetivos multiplos. No entanto, é valido destacar que a aplicacdo pratica do 0zdnio
requer uma série de cuidados, entre os quais respeitar o tempo maximo de exposi¢cdo
humana ao gés, estabelecido pelas leis trabalhistas, ser aplicado em estruturas ndo
oxidantes e o devido cuidado com o residuo liberado para o ambiente.

Com relacdo a aplicacdo para a degradacdo de residuos de agrotéxicos em
alimentos € necessdrio que se busque conhecer os produtos formados pela degradacdo
dos principios ativos por ozonizagd@o. A falta de informacdes a respeito da toxicidade e
persisténcia dos produtos da degradacdo ndo eliminam os riscos oferecidos pelos
agrotéxicos a sociedade e ao meio ambiente. Assim sendo, é importante a realizagdo de
trabalhos futuros para identificagdo e estudo da toxicidade e persisténcia dos produtos
da degradacdo da bifentrina e do pirimifés-metilico pelo 0zénio em graos armazenados.
Aliado a isto, é importante o estudo da viabilidade de aplicacdo do 0z6nio em unidades
armazenadoras e processadoras, para a degradacdo dos residuos de agrotéxicos em

graos e subprodutos armazenados.
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