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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdao em Bioquimica

Fundag¢do Universidade Federal do Pampa

FITORREMEDIACAO DE PESTICIDAS UTILIZADOS EM
LAVOURAS DE ARROZ ATRAVES DO CULTIVO
HIDROPONICO DE ALFACE (Lactuca sativa L.)
AUTOR: Anderson da Silva Rosa
ORIENTADOR: Rafael Roehrs
Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 10 de dezembro de 2013.

Pesticidas sdo compostos sintéticos que possibilitam o aumento da producdo e da
qualidade dos produtos agricolas através da diminui¢do das perdas geradas por
organismos indesejados. No entanto, eles podem gerar um gradativo impacto ambiental
devido a sua toxicidade. Residuos de pesticidas e seus metabdlitos tém sido
frequentemente encontrados em 4guas subterrineas e de superficie. Desta forma, a
contaminac¢do de corpos d'dgua pode afetar direta ou indiretamente a saide humana e a
integridade do ecossistema por induzir uma ameaca significativa em ambientes
aquéticos e recursos de dgua potdvel. A descontaminagcdo de dguas contaminadas por
pesticidas tem um custo elevado e envolve grande gasto de energia. A fitorremediacao
(0 uso de plantas para descontaminacdo de compostos xenobidticos) ganhou
popularidade como uma rentdvel, ambientalmente amigavel e eficiente tecnologia in
situ para uma variedade de poluentes e, entre eles, muitos pesticidas. O presente estudo
avaliou o potencial de fitorremediacao da alface (Lactuca sativa L..) em dguas contendo
uma mistura dos pesticidas quincloraque, 2,4-D, clomazone, propanil e tebuconazole na
concentragdo de 50 pg/L através de cultivo hidropdnico. Para tal fim, foi desenvolvido e
validado um método multirresidual para a determinacdo destes pesticidas citados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos (HPLC-
DAD) em 4agua potavel e de cultivo hidropdnico. O método desenvolvido mostrou-se
eficaz, confidvel, com boa sensibilidade e repetibilidade para a determinagcdo dos

compostos de interesse. O método proporciona ainda, flexibilidade para incluir novos
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pesticidas e/ou seus produtos de degradagdo. Para a avaliagdo da fitorremediacéo,
mudas de alface foram cultivadas e apds dez dias os meios de cultivo foram fortificados
com os pesticidas em estudo. Foram coletadas amostras da dgua de cultivo no dia da
fortificagdo, no sétimo e décimo-quarto dia apds o tratamento. Houve uma diminui¢ao
significativa das concentragdes de quincloraque, tebuconazole, 2,4-D e clomazone,
sendo os melhores resultados obtidos apés sete dias para os dois primeiros compostos e
quatorze dias para os ultimos, respectivamente. Esse estudo mostra o potencial do

cultivo hidropdnico de alface para a fitorremediacdo de pesticidas em dgua.

Palavras-chave: Pesticidas; HPLC; fitorremediagdo; alface.



ABSTRACT
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PHYTOREMEDIATION OF PESTICIDES USED IN RICE CROPS USING
CULTURE HYDROPONIC LETTUCE (Lactuca sativa L.)

AUTHOR: ANDERSON DA SILVA ROSA
ADVISOR: RAFAEL ROEHRS
Date and Place of Defense: Uruguaiana, December 10th, 2013.

Pesticides are synthetic compounds that enable an increased production and quality of
agricultural products by reducing losses caused by unwanted organisms. However, they
can generate a gradual environmental problem due to their toxicity. Pesticide residues
and their metabolites have often been found in groundwater and surface. Thus, the
contamination of water bodies may directly or indirectly affect human health and the
ecosystem integrity by inducing a significant threat to aquatic environments and
drinking water resources. The decontamination of water contaminated by pesticides is
expensive and involves great expenditure of energy. The phytoremediation (the use of
plants to decontaminate xenobiotics) has gained popularity as a low cost,
environmentally friendly and efficient in situ technology for a variety of pollutants and,
among them, many pesticides. The present study evaluated the potential for
phytoremediation of lettuce to water containing a mixture of pesticides quinclorac, 2,4-
D, clomazone, propanil and tebuconazole concentration of 50 pg/L. through
hydroponics. Therefore, a multirresidue method for determination of pesticides cited by
high performance liquid chromatography, with diode array detection (HPLC-DAD), in
drinking water and hydroponic medium was developed and validated. The method has
proven effective, reliable with good sensitivity and reproducibility for determining the
compounds of interest. The method provides further flexibility to add new pesticide
and/or its degradation products. For the evaluation of phytoremediation lettuce

seedlings were grown and after ten days, the culture media was fortified with the



pesticides under study. Water samples were collected from cultivation on fortification,
on the 7th and 14th days after treatment. It was observed a significant decrease in
concentrations of quinclorac, tebuconazole, clomazone and 2,4-D, and the best results
were obtained after seven days for the first two compounds and for the past fourteen
days, respectively. This study shows the potential of hydroponic cultivation of lettuce

for phytoremediation of pesticides in water.

Keywords: Pesticides; HPLC; phytoremediation; lettuce.
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1. INTRODUCAO

O intensivo uso agricola de pesticidas pode levar a um risco significativo para
organismos ndo-alvo dentro dos ecossistemas aqudticos e terrestres adjacentes
(DOSNON-OLETTE et al., 2009).

O uso indiscriminado de pesticidas resulta no excesso destes no meio ambiente,
comprometendo assim a qualidade da 4gua, e consequentemente a satide publica.
Considerando ainda que a grande maioria deles € toxica (cancerigenos, mutagénicos,
teratogénicos e mimetizadores de hormonios) podendo acumular-se no organismo de
animais e do ser humano, estando associados a diversas doencas (SILVA e FAY, 2004).

Residuos de pesticidas e seus produtos de transformagdo sdo frequentemente
encontrados em dguas subterraneas e de superficie (ONNEBY et al., 2009).

O cultivo de arroz irrigado ¢ uma das mais importantes culturas agricolas
desenvolvidas no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (PRIMEL et al., 2007). O arroz é
um dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana, sendo a base alimentar de
mais de trés bilhdes de pessoas no mundo. E o segundo cereal mais cultivado no mundo,
ocupando drea aproximada de 158 milhdes de hectares. A produgdo de cerca de 662
milhdes de toneladas de graos em casca corresponde a 29% do total de graos usados na
alimentacdo humana (SOSBALI, 2010).

O Brasil estd entre os dez principais produtores de arroz, com cerca de 11 milhdes
de toneladas para um consumo de 11,357 milhdes de toneladas nas safras 2009/2010. A
regido sul € responsivel por 60% da produgdo, o que equivale a sete milhdes de
toneladas. Dentro da regido sul, o Estado que mais produz arroz € o Rio Grande do Sul,
com uma produ¢do de mais de 6 milhdes de toneladas das safras de 2009/10 (SOSBALI,
2010).

A producdo de arroz irrigado depende, em parte, da aplicacdo de pesticidas
destacando-se os herbicidas que podem ser transportados para fontes de dgua gerando
polui¢do e riscos a0 meio ambiente e ao ser humano.

Os recursos hidricos sdao os mais afetados devido a agricultura exigir um
suprimento de dgua, o que conduz ao desenvolvimento dessa atividade préxima a rios e
lagos. O manejo de dgua é de fundamental importancia para o sucesso na producio de
arroz irrigado, uma vez que existe uma interacdo irrigacao/cultivo. A dgua € um dos

fatores mais importantes na producdo de arroz, pois influencia nas caracteristicas da
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planta, nas condi¢cdes nutricionais do solo, regula a temperatura e controla as plantas
daninhas, minimizando os problemas com doengas e insetos.

Para prevenir problemas de contaminagdo da dgua por pesticidas, os paises da
Comunidade Europeia adotam como concentragdo maxima admissivel 0,1 pug L por
composto na dgua potdvel sem, no entanto, ultrapassar 0,5 pg L' ao considerar a soma
de todos os compostos, incluindo produtos de transformacgdo toxicos e para dguas de
superficie, o limite maximo permitido é da ordem de 1 a 3 ug L' (CERDEIRA, 2002;
EEC, 1980; SLOBODNIK, 1997).

No Brasil, existe regulamentagdo da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria
(ANVISA) que determina a concentragcdo mdxima de alguns pesticidas em &dguas
envasadas e gelo (BRASIL, 2005). Esta serd apresentada em maiores detalhes
posteriormente na revisdo bibliografica.

A descontaminacdo de aguas contaminadas por pesticidas tem custo elevado e
envolve grande gasto de energia. A fitorremediacdo (o uso de plantas para
descontamina¢do de compostos xenobidticos) ganhou popularidade como uma rentdvel,
ambientalmente amigavel e eficiente tecnologia in sifu para uma variedade de poluentes
e, entre eles, muitos pesticidas. Nessa tecnologia sdo empregados processos naturais
pelos quais as plantas e a flora microbiana, presente na rizosfera', degradam e
sequestram poluentes organicos e inorganicos. Em geral, para utilizar plantas como
fitorremediadores, € preciso que elas tenham crescimento rapido, elevada producdo de
biomassa e vigor e tolerancia a poluicao (LAMEGO e VIDAL, 2007).

Em trabalhos anteriores, a alface (Lactuca sativa L.) mostrou fitoacumular
Caddmio (Cd) quando submetida a irrigacdo com &4gua contendo este metal pesado
(AZIZIAN et al., 2011).

Considerando fatores como o cardter imprescindivel da dgua para a vida na terra,
a importancia do uso de pesticidas para atender a crescente demanda mundial por
alimentos, a consequente possibilidade destes pesticidas contaminarem o meio ambiente
e o homem, e ainda, a auséncia de estudos sobre fitorremediacdo de xenobidticos
organicos pela alface, os objetivos deste trabalho foram: (I) desenvolver e validar um
método multirresidual para a anélise de pesticidas com amplo uso em cultivos de arroz

por HPLC-DAD utilizando extracdo por fase sélida, do inglés SPE; (II) avaliar o

1 e . . . . . .
Regido do solo submetida a influencia das raizes dos vegetais e caracterizada por ser uma zona de
intensa atividade microbiana.
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potencial de fitorremediacdo através do cultivo hidropdnico de alface para

descontaminac¢do de dguas contaminadas com uma mistura de pesticidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso de Pesticidas e a Problematica Ambiental

Os pesticidas s3o moléculas sintetizadas para afetar determinadas reacgoes
bioquimicas de insetos, micro-organismos, animais e plantas que se quer controlar ou
eliminar. No entanto, alguns destes processos sdo comuns a todos os seres vivos, €
assim, o efeito pode entdo atingir ndo somente o organismo que se espera controlar,
como também outros seres vivos.

Originalmente, os pesticidas eram estaticos, possuiam baixa solubilidade e tinham
um forte poder de adesdo as particulas do solo. Com a evolucdo tecnoldgica, estes
compostos passaram a ser mais soliveis em dgua, a possuir baixa capacidade de adesao
e ser mais volateis. Essas inovagdes tecnoldgicas, que eram baseadas na manipulacdo de
compostos quimicos, criaram pesticidas cada vez mais toxicos, persistentes e eficazes
para combater as pragas da agricultura. Consequentemente, estas alteracoes
tecnoldgicas nas caracteristicas quimicas destes compostos aumentaram e prolongaram
ainda mais o potencial nocivo dos pesticidas de causar danos a saide humana e ao meio
ambiente (VEIGA, 2006).

Os pesticidas podem gerar impacto ambiental com efeitos causados por
determinada substadncia que dependem intrinsecamente da sua ecotoxicidade para
organismos terrestres e aquaticos. Além disso, depende diretamente das concentragcoes
atingidas nos diferentes compartimentos ambientais (solo, dgua, planta e atmosfera)
que, por sua vez, depende do modo e das condicdes de aplicagdo, das propriedades
fisico-quimicas, da quantidade ou dose usada, das condi¢cdes ambientais e do
comportamento e destino do pesticida no meio ambiente (ROCHA et al., 2004;

SPADOTTO, 2004).

2.2. Problematica Regional: A Cultura de Arroz e o Uso de Pesticidas

O arroz (Oryza sativa L.) é uma planta da familia das Poaceae que alimenta mais

da metade da populagdo humana no mundo (EMBRAPA, 2010).
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O arroz € o segundo cereal mais cultivado no mundo, sendo ultrapassado apenas
pelo milho (SOSBALI 2010). O Brasil estd entre os dez principais produtores mundiais
de arroz, com cerca de 11 milhdes de toneladas, sendo a regido sul responsdvel por 70%
da produgdo nacional e tendo o estado do Rio Grande do Sul como maior estado
produtor (SOSBALI, 2010).

No Rio Grande do Sul, o arroz é produzido em 133 municipios localizados na
metade sul do Estado, onde 232 mil pessoas vivem direta ou indiretamente da
exploracdo dessa cultura (SOSBALI, 2010).

O manejo da dgua da lavoura de arroz estd relacionado ao sistema de cultivo
utilizado. O Rio Grande do Sul caracteriza-se pelo cultivo de grandes dreas de arroz,
onde predomina o sistema de cultivo com taipas em nivel. A irrigacdo, na grande
maioria das lavouras, € pouco planificada, embora se tenha o dominio da dgua. A
inundacdo ocorre a partir de patamares mais altos, sendo a dgua conduzida por
gravidade, mantendo-se uma lamina de 4gua através de taipas construidas com diferenca

de nivel de 5 a 10 cm (SOSBALI 2010).

Area Semeada e Produtividade
2009/10

(@)

1-Fronteira -

Oeste oF e vor
302.690 ha 2 . e
6.971 kghas % 3- Depressao
.t ., Central
iy . 137.174 na
~ 2- Campanha % 5.620 kg/ha
O 166.830 na -:

. B A
6.293 kg/ha - -*

Area (2009/10)

1.055.407 ha
6.452 kg/ha

Fonte: IRGA

Figura 1. Area semeada e produtividade 2009/2010. Fonte: IRGA, SOSBALI, 2010.

Para suprir a necessidade de dgua do arroz, estima-se que venha sendo utilizado,
atualmente, um volume de dgua médio de 8 a 10 mil m>/ha (vazdo de 1,0 a 1,4 L/s.ha),

para um periodo médio de irrigagao de 80 al00 dias (SOSBALI, 2010).
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A cultura de arroz irrigado estd em 9° lugar dentre as culturas que mais utilizam
pesticidas no Brasil e em nivel mundial. As vendas de pesticidas para a cultura de arroz

correspondem a 13% do total (BARBOSA, 2004).

2.3 Pesticidas selecionados para este estudo

Dentre os pesticidas recomendados para o cultivo de arroz irrigado (SOSBAIL
2010), foram avaliados neste trabalho os pesticidas quincloraque, bentazone, 2,4-D,
Clomazone, propanil e tebuconazole.

A tabela 1 mostra os valores recomendados para cada um dos herbicidas em
estudo enquanto na tabela 2 estdo os valores para o tebuconazole que é um fungicida.

A tabela 3 mostra os valores de ingestdo didria aceitdvel (IDA) para os seis
pesticidas em questao conforme dados da ANVISA (2013). Na tabela 4 € apresentado o
limite de concentracao dos pesticidas avaliados, que tem a sua concentragdo maxima em
dguas envasadas e gelo definidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(BRASIL, 2005).

Abaixo uma breve descricdo dos pesticidas, carateristicas fisico-quimicas e sua

toxicologia.



Tabela 1. Herbicidas recomendados para a lavoura de arroz. Adaptado de SOSBALI, 2010.
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Ingrediente Produto comercial Formulac;?m2 e Dose Epoca/modo de  Classe Classe Intervalo de
ativo (p.c.) concentracao (g (p.c.) aplicagﬁo3 Toxicol(’)gica4 Ambiental® seguranca
L' ou Kg'l) (Kg ou (dias)
L/ha)
Bentazone Basagran 600° ® SL 600 1,2-1,6 Pés 111 111 60
clomazone Gamit ® EC 500 0,8—-1,4 Pré 11 1I NE’
2,4-D Aminol 806 ® SL 806 05-1,5 Pobs I 111 NE
DMA 806 BR® SL 806 0,3 Pés I 1T NE
Herbi D-480 ® SL 480 0,8—-2,5 (Pré)/Pés I NA NE
U 46 D — Fluid ® SL 720 0,3 Pés I 111 NE
24-D®
Deferon ® EC 502 0,6-1,2  (Pré)/Pos II NA NE
propanil Grassaid ® EC 360 8,0-10,0 Pods II 11 80

? SC = suspensio concentrada; SL = concentrado solivel; EC = emulsio concentrada; EW = emulsio 6leo em dgua; WG = granulado dispersivel; WP = p6 molhavel;

3 Pré = pré-emergéncia; Pés = pds-emergéncia; Pré (sem) = pré-semeadura do arroz e pds-emergéncia das plantas daninhas; Pré (rest.)/Pés (rest.) = pré/pds emergéncia restrita
a cultivares de arroz com tolerincia;
4 = extremamente téxico; II = altamente toxico; III = medianamente toxico; IV = pouco téxico;

> I = produto altamente peri goso; II = produto muito perigoso; III = produto perigoso; IV = produto pouco perigoso; NA = ndo avaliado;

® Adicionar Assist na dose de 1 L/h4 nas aplicacdes terrestres e 300 mL/h4 nas aplicacdes aéreas;
" NE = nio especificado devido ao modo de aplicagio.
8 Utilizar preferencialmente a menor dose, devido ao risco de toxicidade ao arroz.
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Ingrediente Produto comercial Formulac;?m2 e Dose Epoca/modo de  Classe Classe Intervalo de
ativo (p.c.) concentracao (g (p.c.) aplicagﬁo3 Toxicol(’)gica4 Ambiental® seguranca
L' ouKg? (Kg ou (dias)
L/ha)
Herbipropanin ® EC 360 8,0 — Pés I I 80
10,0
Propanil Fersol 360 ® EC 360 10,0 Pos II 11 80
Propanil Milénia ® EC 360 8,0 — Pos I 11 80
12,0
Stam 360 ® EC 360 10,0 Pés I I 80
Stam 480 ® EC 480 7,5 — Pés I I 80
10,0
Propanil + Grassmax ® EC 470 + 200 5,0-6,0 Pos v 1 80
thiobencarb
Satanil EC ® EC 200 + 400 6,0—-8,0 Pos 11T 11 80
Propanil + triclopyr ~ Stampir BR ® EC 380 + 55,6 6,0 — Pés v I 80
10,0
quincloraque Facet’ ® WP 500 0,75 Pés I 1T 90

¥ Adicionar Assist na dose de 1 L/ha.
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Tabela 2. Dose do fungicida tebuconazol recomendada para o cultivo de arroz irrigado. Adaptado de SOSBALI, 2010.

Nome Nome Técnico Grupo Modo de Acao Formulacoes Dose Doencas
Comercial Quimico Concentracoes (g de P.C./ha (Kg Controladas
i.a/KgoulL) ou L)10 (Conforme registro)
Nativo Trifloxistrobina + Estrobilurina + Mesostémico/Sistémico SC'! 0,5-0,75 Mancha parda.
tebuconazol triazol

10 .
P.C. produto comercial;
11 ~
SC = suspensdo concentrada;
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Tabela 3. Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) dos Pesticidas avaliados. Fonte:
ANVISA, 2013.

Pesticida IDA" (mg/Kg pc")
Bentazone 0,1
Clomazone 0,04
2,4-D 0,01
Propanil n.c'
Quincloraque n.c®
Tebuconazol 0,03

Tabela 4. Limite maximo permitido para aguas envasadas e gelo. Fonte: ANVISA,
2005.

Pesticida Limite Maximo Permitido (ug/L)
Bentazone 300
2,4-D 30
Propanil 20

2 Ingestdo Diaria Aceitavel
" pc = peso corporal
" 1.c = N3o consta IDA na sua monografia registrada na ANVISA disponivel no site.

> 1.c =N3o consta IDA na sua monografia registrada na ANVISA disponivel no site.
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2.3.1 Quincloraque

e |

Y/

HO O

Figura 2. Féormula Estrutural do Quincloraque

Classe: herbicida

Grupo quimico: quinolinas

Nome quimico (IUPAC): 4cido 3,7-dicloroquinolina-8-carboxilico
Numero no CAS: 84087-01-4

Foérmula molecular: C;oHsCI,NO,

Massa molar: 242,1 g/mol

pKa: 4,34 (20 °C)

Kow log P: -1,15 (pH=7,0)

Solubilidade em 4gua: 0,065 mg/kg (pH= 7,0, 20 °C)
Classe toxicoldgica: Classe III (medianamente téxico).
DLsg oral — ratos machos: 2680 mg/Kg.

Intervalo de seguranca para a cultura de arroz: 90 dias.

Nome comercial: Facet ®.

O quincloraque é um herbicida considerado altamente seletivo, utilizado no
cultivo de arroz contra ervas daninhas mono e dicotiledoneas, principalmente o
chamado capim-arroz (GROSSMANN, 1998). Este pesticida € registrado no Brasil para
a cultura de arroz e para o controle de plantas daninhas em pos-emergéncia (ANVISA,

2013).
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Virios estudos mostraram efeitos adversos em hidréfitas, animais aquaticos e até
danos ao figado e rins de mamiferos (CEREJEIRA et al., 1998). Assim, residuos do
herbicida no ambiente, solo, dgua, etc..., oferecem um risco potencial ao ambiente.

Trabalhos recentes relatam que a formulacdo comercial contendo quincloraque e
metil-metsulfuron, em concentragdes iguais as recomendadas para o cultivo de arroz,
inibiu a enzima acetilcolinesterase e induziu altera¢des bioquimicas em tecidos de piava
(Leporinus obtusidens) como reducdo das propriedades antioxidantes da catalase,

porém, nao causando peroxidacao lipidica (PRETTO et al., 2011).

2.3.2 Bentazone

I/O
N
H @)

Figura 3. Féormula estrutural do bentazone

Classe: Herbicida

Grupo quimico: Benzotiadiazinona

Nome quimico (IUPAC): 3-isopropil-1H-2,1,3-benzotiadiazin-4(3H)-ona
2.2-dioxido

Numero no CAS: 25057-89-0

Foérmula molecular: C10H12N203S

Massa molar: 247,32

pKa: 3,3 (24 °C)

Classe toxicoldgica: 111

DLs oral — ratos machos: 1100 mg/kg

Intervalo de seguranca para a cultura de arroz: 60 dias.
Nome comercial: Basagran 600 ®.

7z

O bentazone € um pesticida do grupo das benzotiadiazinonas, e é um dos
pesticidas mais utilizados ao redor do mundo. Possui efeito negativo sobre a pele e

olhos nos seres humanos.
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Na agricultura sua atuag@o ocorre bloqueando a fotossintese em espécies de
plantas dicotiledoneas através da inibicao da cadeia de transporte de elétrons (HUBER e
OTTO, 1994).

Recentemente o bentazone vem sendo encontrado presente em dguas de superficie

e subterraneas (STREAT e HORNER, 2000).

233 24-D

o M.
OH

Cl Cl

Figura 4. Formula estrutural do 2,4-D

Classe: Herbicida

Grupo quimico: Acido ariloxialcanéico

Nome quimico (IUPAC): Acido 2,4-diclorofenéxiacético.
Numero no CAS: 94-75-7

Férmula molecular: CsHeCl,O3

Massa molar: 221,04 g/mol

pKa: 2,73

Classe toxicoldgica: I

Intervalo de seguranga para a cultura de arroz: NE
Nomes comerciais: Aminol 806 ®, DMA 806 BR ®, Herbi D-480 ®, U 46
D Fluid ®, 2,4-D ®, Deferon ®.

O 2,4-D é um herbicida da familia do acido fenoxiacético ou fenoxi que é
utilizado em pds-emergéncia para controle seletivo de ervas daninhas de folha larga. O
2,4-D € aprovado para uso em uma grande variedade de alimentos incluindo arroz,

frutas e hortalicas.



32

Em estudos de longo prazo, em concentragdes acima do clearence renal
(depuragdo renal) o 2,4-D mostrou toxicidade aos olhos, tiredide, rins, testiculos e
ovarios. Em coelhos causou decréscimo de atividade motora e abortos (EPA, 2005).

Ambientalmente, este herbicida possui baixa biodegradabilidade e ¢é
frequentemente encontrado em rios e cursos d’agua (CHINGOMBE et al., 2006).
Outros estudos dos efeitos ambientais deste herbicida mostram que ele € téxico para
invertebrados aquaticos, fitoplancton e peixes (CHENEY et al., 1997; QUE-HEE, 1981;
ROBLES-GONZALEZ et al., 2006; SANDERS, 1969; VILLALOBOS et al., 1996).
Em outro estudo foi mostrado que espécies de piava (L. Obtusidens) em doses de 10
mg/L. afeta a atividade da acetilcolinesterase (AchE) no cérebro e musculos e

parametros metabdlicos no sangue e alguns tecidos (FONSECA et al., 2008).

2.3.4 Clomazone
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Figura 5. Formula estrutural do Clomazone

Classe: Herbicida

Grupo quimico: Isoxazolidinona

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

Foérmula molecular: C;,H;4CINO,

Massa molar: 239,70 g/mol

pKa: Nao se dissocia.

Solubilidade em 4dgua: 1102 mg/L (20 °C).

Classe toxicologica: 11

DLsg oral — ratos machos: 2,077 mg/Kg.
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Intervalo de seguranga para a cultura de arroz: NE.

Nome comercial: Gamit ®.

O clomazone é um herbicida de amplo espectro usado para o controle de
gramineas anuais e plantas daninhas de folha larga em algodao, ervilhas, abdbora, soja,
batata-doce, tabaco, trigo e arroz. Ele pode ser aplicado no pré-plantio e pré-emergéncia
dependendo do caso.

O herbicida clomazone atua como um inibidor da sintese de pigmentos
fotossintéticos e outras substancias importantes em plantas superiores (FERHATOGLU

e BARRETT, 2006).

2.3.5 Propanil

Cl

Cl EJ\/

Figura 6. Féormula estrutural do propanil

Classe: Herbicida

Grupo quimico: anilidas.

Nome quimico (IUPAC): 3,4-Dicloropropanilida
Numero no CAS: 709-98-8

Foérmula molecular: CoHyCI,NO

Massa molar: 218,1 g/mol

pKa: Nio se ioniza.

Solubilidade em dagua: 130 mg/1 (25 °C)

Classe toxicologica: 11
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Nomes comerciais: Grassaid ®, herbipropanin ®, propanil ferson 960 ®,
propanil milénia ®, stam 360 ®, stam 480 ®, grassmax ® (propanil +

tiobencarb), stampir br ® (propanil + triclopir).

O Propanil (3,4-dichloropropionanilida) ¢ um herbicida do grupo amida
extensivamente usado no cultivo de arroz como um controle seletivo de pds-emergéncia
de amplo espectro para ervas daninhas. Herbicidas amidas sao herbicidas inibidores da
fotossintese sendo o propanil um forte inibidor da reacdo de Hill (CORSINI et al.,
2007) apud (Yih et al., 1968), a reacdo iniciada pela luz que divide a 4gua, resultando na
producdo de oxigénio livre nas plantas.

No ambiente, o propanil possui uma meia-vida de um a trés dias, sendo
rapidamente degradado a 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA) que € uma molécula altamente
téxica. E um herbicida pés-emergente seletivo de curta duracdo usado na inibigdo do
transporte de elétrons fotossintéticos em plantas de folhas largas (ROEHRS et al.,
2012).

O propanil pode ser absorvido pelo organismo através do
trato respiratorio, do aparelho digestivo e da pele intacta
(CORSINI et al., 2007) apud (Extoxxnet, 1993). Apds a absor¢cdo pelos mamiferos, o
propanil € rapidamente hidrolisado, especialmente a 3,4-DCA, pela enzima hepatica

acilamidase (CORSINI et al., 2007).

2.3.6 Tebuconazole

Cl
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A
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Figura 7. Estrutura quimica do tebuconazole.
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Classe: Fungicida

Grupo quimico: triazol

Nome quimico (IUPAC): (RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-ilmetil)pentan-3-ol

Numero no CAS: 107534-96-3

Férmula molecular: C;¢H2,CIN;O

Massa molar: 307,8 g/mol

pKa: nenhum

Kow log P: 3,7 (20 °C)

Solubilidade em 4dgua: 36 mg/L (pH 5-9 , 20 °C)
Classe toxicoldgica: III (medianamente toxico)

DLsg oral — ratos machos: 4000 mg/Kg

Intervalo de seguranca para a cultura de arroz: 35 dias

Nome comercial: Nativo®.

O tebuconazole é um fungicida sistémico do grupo dos triazdis que tem acao
preventiva e curativa e é rapidamente absorvido pelas partes vegetativas da planta. Sua
aplicagdo € foliar e € utilizado no Brasil nas culturas de arroz, café, cevada, soja, citrus,
trigo, entre outros.

O modo de ac¢do baseia-se na inibi¢do da atividade do lanosterol 140-demetilase
(CYP51), resultando na ruptura da membrana e subsequente inibicdo do crescimento
celular (GHANNOUM e RICE, 1999; TULLY et al., 2006). Além da inibicdo de
enzimas de fungos, os conazoles também tém potencial para interagir com o sistema
citocromo P450 de mamiferos (KIAERSTAD et al., 2010; MENEGOLA et al., 2006).

O tebuconazole possui uma meia-vida longa no solo degradando-se nos produtos

mostrados na figura 8 (STRICKLAND et al., 2004).
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Figura 8. Estrutura do Tebuconazol e seus produtos de degradacao. Fonte: Strickland ef al, 2004.

Vérios estudos tém demonstrado que o tebuconazole tem a capacidade de
prejudicar o equilibrio do sistema enddcrino de organismos. A desregulagdo enddcrina
estd relacionada a um mecanismo de toxicidade resultando em inimeros impactos
adversos na saide de animais, tais como: diminuicdo da fertilidade, abortos
espontaneos, distirbios neurocomportamentais, funcdo imunoldgica prejudicada e

cancer (MCKINLAY et al., 2008).

2.3 Métodos cromatograficos para determinacao de pesticidas

A andlise de pesticidas em amostras de dgua € um problema de interesse
preliminar de laboratérios de controle de qualidade, devido ao nivel de toxicidade destes
compostos e seu risco para a saude publica (RODRIGUES et al., 2007).

Uma parcela considerdavel do total aplicado para fins agricolas atinge rios, lagos,
aquiferos e oceanos por meio do transporte por correntes atmosféricas, eliminacdo

incorreta de restos de formulacdes, limpeza de acessérios e recipientes empregados na



37

aplicacdo desses produtos e também pelo carreamento do material aplicado no solo pela
acdo erosiva da chuva (CALDAS et al., 2011).

Andlises de residuos de agrotoxicos em dgua sdo dificeis de ser executadas, uma
vez que esses compostos possuem diferentes propriedades fisico-quimicas e ocorrem
em concentracoes extremamente baixas na presenca de altas concentracdes de
compostos interferentes (BRONDI e LANCAS, 2005).

A determinacdo de residuos de agrotéxicos, nas mais diferentes matrizes, €
tradicionalmente realizada utilizando-se técnicas cromatograficas, em fung¢do de sua
capacidade de separagdo, identificacdo e quantificacdo dos compostos através de
detectores apropriados (GALLI et al., 2006).

As técnicas analiticas usadas na determinacdo de pesticidas s@o, principalmente,
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) ou cromatografia gasosa (GC)
acoplada a sistemas de detec¢do, tais como arranjo de diodos (DAD), deteccdo por
captura de elétrons (ECD), nitrogénio e fésforo (NPD), ou deteccdo por espectrometria
de massa (MS) (NIESSEN, 2010; RENE VAN DER HOFF e ZOONEN, 1999; WANG
etal.,2011).

ZANELLA et al (2000) desenvolveram e validaram um método para
determina¢do do pesticida clomazone em 4guas de superficie utilizando SPE e HPLC-
UV. Obtiveram recuperagdes de 89,1-104,8% e limite de quantificagdo de 0,1 pg/L.

PRIMELL (2003) desenvolveu e validou um método para determinacdo dos
pesticidas quincloraque, bentazone, 2,4-D, clomazone e propanil por SPE e HPLC-UV.
As recuperagdes ficaram entre 85,7-109,8%.

RODRIGUES et al (2007) desenvolveram e validaram um método para andlise de
pesticidas em agua utilizando SPE e LC-MS.

VICARI (2009) desenvolveu método para andlise de bispiribaque-sddico,
quincloraque e tebuconazole por SPE e HPLC-DAD em &guas de lavoura de arroz. O
método apresentou valores de recuperagdo entre 76,1 e 116,5%.

ROEHRS et al (2009) desenvolveu um método para determinagdo de bentazone e
outros cinco pesticidas em dguas de campo por SPE e HPLC-DAD. Foram comparadas
as eficiéncias entre cartuchos C18 e HLB.

NIELL et al (2010), validou método que permitiu a determinacdo dos pesticidas
bentazone, propanil, clomazone e mais quatro pesticidas simultaneamente em solos por

HPLC-DAD.
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RODRIGUES et al (2010) desenvolveu e validou método para determinar o
fungicida tebuconazol e mais quatro pesticidas também por LC-MS.

CALDAS et al (2010) desenvolveu metodologia para determinacdo de pesticidas
de diferentes classes, como carbofuran, clomazone e tebubonazole por LC-MS em

amostras aquosas.

2.4 Preparo de amostras empregando SPE para determinacio de residuos de

pesticidas em matrizes aquosas

Pesticidas ndo podem ser analisados, cromatograficamente, em varios tipos de
matrizes aquosas sem alguma técnica preliminar de preparacdo da amostra, a qual é,
frequentemente, um dos passos mais criticos no processo analitico. O pré-tratamento
inclui o isolamento e a pré-concentracdo dos analitos (RODRIGUES et al., 2007).

A determinacdo de concentragOes baixas de pesticidas em amostras complexas
requer o uso de sistemas de extragdo e pré-concentracdo, tais como a extragdo liquido-
liquido (LLE), e a extracdao em fase s6lida (SPE) (BARCELO, 1991).

A LLE baseia-se na parti¢do de diferentes analitos entre uma fase aquosa e uma
fase organica. No entanto, a LLE tem como desvantagens o fato de poder formar
emulsoes, requerer grandes volumes de solventes, muitas vezes toxicos e inflamaveis,
demandar longo tempo de extragio e de dificil automagio (BARCELO, 1991; FONT et
al., 1993).

Hoje em dia a SPE € uma das ferramentas mais poderosas e mais empregadas para
a extracdo e/ou pré-concentracdo de analitos presentes em matrizes complexas
(QUEIROZ et al., 2001).

A SPE € uma ferramenta poderosa na extracdo e enriquecimento de tracos de
pesticidas em solugdes muito diluidas, como 4guas de superficie, para se chegar a
concentracgdes suficientes para deteccdo do analito (FONT et al., 1993).

A SPE emprega cartuchos recheados com sorventes, nas formas de barril ou
seringa, e os mecanismos de retencdo sdo idénticos aqueles envolvidos em
cromatografia liquida em coluna. Um cartucho tipico é formado por um tubo de
polipropileno contendo cerca de 50 a 500 mg de sorvente, com 40-60 um de tamanho de

particula, fixado no tubo através de dois filtros (QUEIROZ et al., 2001).
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Em geral, os procedimentos de SPE contém cinco etapas:

1- Ativacdo do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis;

2- Condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as forcas do
solvente de elui¢cdo com o solvente da amostra;

3- Introducdo da amostra, quando ocorre a retencdo do analito e as vezes de alguns
interferentes;

4- Limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito;

5- Eluicdo e coleta do analito.

A figura 9 mostra as etapas envolvidas no processo de extracdo por fase sélida

(SPE).

Condicionamento Percolagao Lavagem Eluigédo
da amostra
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Figura 9. Etapas da extraciao por SPE. FONTE: CALDAS et al, 2011.

Um grande numero de sorventes esta disponivel comercialmente. Polimeros como
C8 e C18, e grupos amino ou ciano ligados a um suporte de silica, carbono grafitizado
ou alumina sdo amplamente utilizados (BARCELO, 1991).

Para aumentar a seletividade da extracdo os sorventes podem ser combinados das

seguintes maneiras (QUEIROZ et al., 2001):
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i) Dentro de um mesmo cartucho de extragdo, usando as chamadas fases mistas
com vdrios grupos funcionais de caracteristicas diferentes ligados a0 mesmo suporte;

i1) Fazendo sucessivas extragdes com cartuchos de diferentes recheios, passando o
material eluido do primeiro cartucho para o segundo no modo on-line ou off-line;

iii)) Recheando o mesmo cartucho com diferentes sorventes, em camadas,
resultando em uma coluna de extragdo tipo sanduiche.

O adsorvente mais popular de SPE para pesticidas em dgua € o grupo octadecil
(C18) ligado a silica. O principal mecanismo de retengdo € a particdo, devido as
interacOes apolares entre as ligagdes C-H do grupo C18 e C-H do analito (JUNKER-
BUCHHEIT e WITZENBACHER, 1996).

Inimeros trabalhos vém sendo feitos utilizando SPE para determinacdo de
pesticidas em dguas e fluidos biolégicos (CAZORLA-REYES et al., 2011; LOPEZ et
al., 2001; MIYAUCHI et al., 2005; PICO et al., 2007; ROEHRS et al., 2009).

PRIMEL (2003) aplicou a SPE para a determinacdo dos herbicidas quincloraque,
bentazone, 2,4-D, clomazone e propanil em 4dguas de superficie.

VICARI (2009) desenvolveu método para analise de bispiribaque-sodico,
quincloraque e tebuconazole por HPLC-DAD em &guas de lavoura de arroz utilizando
SPE.

ROEHRS (2009) utilizou SPE para a determinag¢do por HPLC-DAD do herbicida
bentazone e mais cinco pesticidas em dgua de campo. A eficiéncia de diferentes
cartuchos comerciais foi comparada, tendo sido obtidos melhores resultados para o
Oasis HLB®.

Além do Oasis HLB®, que é um cartucho de SPE com sorvente de material
polimérico, existem comercialmente outros cartuchos poliméricos como o Strata X®

que foi avaliado neste estudo.

2.5 Validacao de métodos cromatograficos

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confidveis e
interpretdveis com relacdo a uma amostra, este deve ser submetido a uma avaliacio
analitica denominada validacdo. A necessidade de se mostrar a qualidade de medicoes

quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo
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cada vez mais reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confidveis podem induzir a
decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irrepardaveis (RIBANI et al., 2004).

A validacdo de um método analitico que emprega as técnicas cromatograficas
pode ser considerada como o somatério de diferentes etapas a serem incluidas no
processo analitico. Geralmente, a validacio do método envolve a execugdo e a
interpretacdo de uma série de experimentos planejados a fim de avaliar as caracteristicas
do método. Desta forma, todas as variaveis de um método devem ser consideradas, tais
como: procedimento de amostragem, preparo da amostra, separacdo cromatogrifica,
detec¢do e avaliacao dos dados (LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2004).

Os parametros geralmente envolvidos no processo de validacdo de procedimentos
analiticos sdo: curva analitica, linearidade, seletividade, recuperacdo (exatidao),
precisdo (repetitividade e precisdo intermedidria), limite de deteccdo, limite de

quantificacdo e robustez (CHASIN ez al., 1998; GARP, 1999).

2.6.1 Seletividade

A seletividade € a capacidade de um método analitico em distinguir o analito de
todo o resto que possa estar presente na amostra, ou seja, corresponde a capacidade de
um método em determinar o analito de maneira inequivoca na presenga de outras
substancias suscetiveis de interferirem na determinagdo analitica, tais como impurezas e
produtos de degradagdo (BRASIL, 2003; LANCAS, 2004).

A seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento de um método
instrumental, pois garante que a resposta seja exclusivamente do composto de interesse.
Caso a seletividade ndo seja assegurada, a linearidade, exatiddo e precisdo estardo
comprometidas (HARRIS, 2012).

Em HPLC-DAD o tempo de reten¢do da substiancia em determinada condicao
cromatografica juntamente com o seu espectro de UV sdo utilizados para a identificacao

de um determinado composto.
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2.6.2 Curva analitica e linearidade

A calibragdo € um dos estdgios mais importantes da andlise quimica (PRIMEL,
2003).

A curva analitica é o método de quantificacdo mais frequentemente utilizado e
consiste na determinacdo da resposta de determinado instrumento frente a diferentes
concentracdes das substancias em estudo (PRIMEL et al., 2005). A curva analitica pode
ser construida preparando-se solucdes analiticas padroes dos pesticidas em solvente e no
extrato da matriz. A curva analitica construida a partir das solu¢des padrao preparadas
em solvente relaciona a resposta do instrumento com a concentracdo do analito, sem
considerar as interferéncias da matriz em estudo.

Na maioria das técnicas cromatograficas, a relagdo matematica entre o sinal e a
concentracdo da espécie deve ser determinada empiricamente, a partir do sinal medido
para as diferentes massas ou concentracdes conhecidas desta espécie (AUGUSTO et al.,
2003). E observada uma relacio linear de primeira ordem entre a resposta do detector
(y) e a concentracdo (x) do composto em estudo. A equacdo da reta que relaciona as

duas varidveis pode ser descrita pela regressao linear conforme a equagao 1.

y =ax + b (Equacao 1)

Onde:

y = resposta medida (drea do pico);

X = concentrac¢io do analito;

a = inclinacdo da curva, coeficiente angular;

b = intersec¢do com o eixo y, coeficiente linear.

A linearidade € a habilidade de um método analitico em produzir respostas que
sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito nas amostras em uma
determinada faixa (HARRIS, 2012). Além dos coeficientes de regressao a e b, também ¢é
possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo,
denominado r. O quadrado do coeficiente de correlacao 1* (coeficiente de determinagdo)
permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo o

coeficiente de determinacdo de 1,0, menor a dispersao do conjunto de pontos
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experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de correlacdo estimados. Um r

maior que 0,995 ou 0,999 € considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados
para a linha de regressdo (HARRIS, 2012). A ANVISA (BRASIL, 2003) recomenda um
coeficiente de correlagdo igual ou superior a 0,99 e o INMETRO um valor acima de

0,90 (RIBANTI, 2004).

2.6.3 Sensibilidade

A sensibilidade € a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel
de confianga, duas concentragcdes proximas, ou seja, € um parametro que demonstra a
variacdo da resposta em fung¢do da concentracio do analito (AMARANTE JR. e
ASTROM, 2001; BRITO et al., 2003). Pode ser expressa pela inclinacdo da curva de
calibracdo, coeficiente angular da equagdo da reta (a), e é determinada simultaneamente
aos testes de linearidade. No caso de uma reta, quanto maior for o angulo de inclinagdo
da reta, mais sensivel serd o método. A sensibilidade depende da natureza do analito e

da técnica de detecgao utilizada (INMETRO, 2007).

2.6.4 Limite de deteccio e de quantificacao

O Limite de Detecgao (LOD, do inglés Limit of Detection) € a menor quantidade
de analito significativamente diferente de um branco (HARRIS, 2012), ou seja, a
concentracdo do analito presente em uma amostra que pode ser detectada, porém nao
necessariamente, quantificada, sob as condicdes experimentais estabelecidas (RIBANI,

2004). O LOD pode ser expresso pela equacdo 2:

LOD = (C; . 2hy / hy (Equagio 2)

Onde: Cs = concentragdo do analito; hs = altura do pico do analito (hs deve ser de

duas a dez vezes maior que hn); hn = maior desvio da linha base medido no tempo de

retencdo do analito numa faixa de 10 Wh (largura do pico a meia altura).
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Na pratica, o LOD € determinado pela menor concentragcdo do analito que gera um
sinal trés vezes maior que o sinal do ruido.

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

ruido (HARRIS, 2012), e pode ser expresso pela equacao 3:

LOQ = (Cs . 6 hy) / hy (Equagao 3)

Neste trabalho, o limite de quantificagcdo foi definido como a menor concentracao
do menor ponto da curva em que foi possivel realizar a quantificagdo com linearidade,

exatiddo e precisdo aceitaveis.

2.6.5 Exatidao

A exatidao € definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio e
o valor de referéncia aceito como o valor verdadeiro INMETRO, 2007).

A exatiddo determina a existéncia de erro sistematico em uma andlise, sendo um
dos critérios mais importantes para o julgamento do desempenho de um procedimento
analitico (CAUSON, 1997; GARP, 1999; PRIMEL, 2003).

A exatidao € sempre considerada dentro de uma faixa de valores, a um dado nivel
de confianca, ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo. O nimero de
ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz adotada e também com as caracteristicas
da pesquisa.

A exatidao pode ser determinada pela equacao 4:

. valor real — valor obtido
Exatidio (%) =

X ~
valor real 100 (Equagéo 4)
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2.6.5.1 Recuperacao

O ensaio de recuperacdo constitui 0 método mais utilizado para validagdo de
processos analiticos, estando relacionado com a exatiddo, pois reflete a quantidade de
determinado analito, recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na
amostra (BRITO et al., 2003). E o método mais utilizado para a avaliagdo da exatiddo
na validacdo de métodos cromatograficos (LANCAS, 2004).

As amostras “branco” sdo fortificadas em diferentes concentragdes, seguidas pela
determinacdo da concentragio do analito adicionado. E importante considerar como a
eficiéncia do método varia em funcdo das concentra¢des da substancia. Na maioria dos
casos, a dispersdo dos resultados aumenta com a diminui¢do da concentragdo e a
recuperacdo pode diferir substancialmente a altas e baixas concentragcdes. Por esse
motivo, a recuperacdo deve ser avaliada na faixa de concentragdo esperada para o
composto de interesse, o que € realizado através da adicdo de uma substincia em pelo
menos trés diferentes concentracoes.

A figura 10 exemplifica o processo de fortificagdo de amostras para a validacdo de

método:
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Figura 10. Processo de fortificacdo de amostras para validacio de métodos

analiticos.
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A recuperacdo € calculada segundo a Equacao 5:

concentragao obtida

R (%) = x 100 (Equacgio 5)

concentragao real

Os intervalos aceitdveis de recuperacdo para a anélise de residuos geralmente sdo
entre 70 e 120%, com precisdao de até 20%. Porém, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até 15%

(GARP, 1999).

2.6.6 Precisao

A precisdo € um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos em uma mesma amostra, em amostras semelhantes ou em
solucdes padrdes em solvente, nas mesmas condi¢des definidas no método de ensaio. A
precisdao pode ser determinada em termos de repetitividade e precisdo intermedidria e
reprodutibilidade, sendo que a precisdo avalia as proximidades entre vérias medidas
efetuadas para uma mesma amostra (INMETRO, 2007; PEIXOTO, 2007). E

normalmente expressa por meio de um desvio padrao (HARRIS, 2012).

2.6.6.1 Repetitividade

E o grau de concordincia dos resultados de medi¢des individuais sucessivas
quando o procedimento € aplicado repetitivamente a amostragens multiplas de uma
amostra homogénea, ou a amostras artificialmente preparadas (PRIMEL, 2003). E
determinada sob as mesmas condi¢des de medicdo, ou seja, mesmo procedimento de
medi¢do, mesmo analista, mesmo equipamento utilizado sob as mesmas condicdes de

andlise, mesmo local e repeticdoes do ensaio em curto espaco de tempo (VICARI, 2009).
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Através da Portaria n° 899 de maio de 2003, a ANVISA sugere que a
repetitividade seja verificada através de um minimo de nove determinacdes
considerando o limite especificado do método (ex: trés niveis de fortificacdo, nas
concentracdes baixa, média e alta, e trés repeticdes de cada um dos niveis), ou a partir
de um minimo de seis determinagdes a uma concentragdo similar ao valor esperado
(RIBANTI, 2004).

A repetitividade € expressa pela estimativa do desvio padrido relativo (RSD),
reforcando que este teste deve ser realizado pelo mesmo analista, no mesmo laboratério

e utilizando o mesmo instrumento.

2.6.6.2 Precisao intermediaria

A precisdo intermedidria refere-se a concordancia dos resultados de testes obtidos
sobre a mesma amostra ou solucdes padrdo, utilizando o0 mesmo método, 0 mesmo
laboratério, mas definindo exatamente quais condi¢des podem variar, como por
exemplo: diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes dias de andlise

(FRANCOTTE et al., 1996).

2.6.6.3 Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medidas de uma mesma amostra,
efetuadas sob condi¢des variadas de andlise. Geralmente € obtida através de estudo de

colaboracdo entre laboratérios (INMETRO, 2007; RIBANI et al., 2004).

2.6.7 Efeito da Matriz

O efeito matriz € resultante da influéncia de componentes coextraidos da matriz,
que podem aumentar ou diminuir o sinal dos analitos, quando comparado ao sinal dos
analitos em solvente organico (FRENICH, 2009).

O efeito da matriz € dependente das propriedades fisico-quimicas dos analitos e
das caracteristicas dos componentes endégenos da matriz (tamanho das moléculas,

polaridade, etc...) (HAJ SLOVA et al., 1998; SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005).
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Para a avaliacdo da existéncia dos efeitos da matriz pode-se realizar a comparagao
entre as dreas obtidas das solugdes analiticas em solvente e daquelas obtidas com

solucdes analiticas preparadas na matriz.

2.7 Fitorremediacao

A fitorremediagdo €é uma estratégia que usa plantas para degradar, estabilizar e/ou
remover contaminantes do solo ou dgua (GERHARDT et al., 2009).

Assim, consiste no uso de plantas e seus associados (microbiota) para limpeza de
ambientes poluidos. Nessa tecnologia sdo empregados processos naturais pelos quais as
plantas e a flora microbiana, presente na rizosfera'®, degradam e sequestram poluentes
organicos e inorganicos. Em geral, para utilizar plantas como fitorremediadores, elas
necessitam de crescimento rdpido, elevada producdo de biomassa, competitividade,
vigor e tolerancia a poluicao (LAMEGO e VIDAL, 2007).

A fitorremediacao € potencialmente aplicdvel a uma variedade de contaminantes,
incluindo alguns dos mais significativos como hidrocarbonetos de petréleo, solventes
clorados, metais, radionuclideos, nutrientes, pentaclorofendis, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e pesticidas (ALI et al., 2013; PIVETZ, 2001).

A fitorremediacdo utiliza-se dos processos naturais das plantas. Esses processos
incluem absorc¢do de 4gua e outras substancias, metabolismo, acdo dos exsudatos no
solo e impactos fisicos e fisico-quimicos das raizes no solo (PIVETZ, 2001).

Existem diversos tipos de fitorremediacdo, como descrito na Tabela 5 (YANG et

al., 2005).

16 - . N . ; . .
Regido do solo submetida a influencia das raizes dos vegetais e caracterizada por ser uma zona de
intensa atividade microbiana.



Tabela 5. Estratégias de Fitorremediacao. Fonte: Yang, et al (2005).
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Estratégias de Mecanismo de Ac¢ao Meio Tratado
Fitorremediaciao
Fitoextragao Acumulacdo direta de contaminantes nas Solo
mudas de plantas com subsequente remog¢ao
das plantas.
Rizofiltra¢ao Absor¢do e adsor¢do dos poluentes nas raizes Aguas de
(fitofiltragdo) das plantas. superficie e dgua
bombeada
através das
raizes.
Fitoestabilizagdao Exsudatos radiculares causam a precipitacio Aguas de
de metais e a biomassa torna-se menos superficie, solo e
biodisponivel. rejeitos de
minas.
Fitovolatilizacdo Plantas volatilizam alguns fons metélicos e Solo, 4gua de
compostos organicos volateis. superficie
Fitodegradacao Degradacio microbiana na regido da Agua e solo
rizosfera.
Fitotransformacdo  Absor¢io e degradacio pela planta de Agua
contaminantes organicos.
Remocdo de Absorcdo de diversos contaminantes pelas Ar
contaminantes do folhas.
ar

As classificagOes apresentadas na tabela 5 variam ligeiramente conforme o autor

(LAMEGO e VIDAL, 2007; YANG et al., 2005).

A fitoestabilizacdo, além do que foi descrito na tabela 5, consiste no uso de

plantas com o propésito de estabilizar os poluentes no solo, prevenindo perdas por

erosao ou lixiviacdo (LAMEGO e VIDAL, 2007).

A fitovolatilizagdo € o processo no qual, apds a absor¢do e incorporacdo no tecido

da planta, os poluentes podem abandond-la na forma volatil.
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A fitoextracdo ou fitoacumulag¢do consiste na retirada de contaminantes do solo
através da acumulagio dos mesmos nas plantas. E também conhecida como
fitoacumulacdo, fitoabsorcao e fitosequestro (que pode também se aplicar a acumulagdo
de contaminantes no interior das raizes) (PIVETZ, 2001).

Assim, a fitoextracdo ou fitoacumulagdo utiliza plantas hiper-acumuladoras que
extraem os contaminantes do solo ou da dgua e acumulam nos seus tecidos. As plantas
hiper-acumuladoras sdo capazes de acumular um ou mais elementos inorganicos em
niveis até cem vezes maiores que outras espécies, crescendo sob as mesmas condicgoes.
Para a técnica de fitoextracdo. fica clara a necessidade da colheita posterior das plantas
contendo o poluente acumulado. O processo de fitoextragdao é muito utilizado para a
remog¢do de metais pesados como As, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Se, e Zn (PILON-SMITS,
2005).

A Fitoextragdo, em geral, ndo € considerada para contaminantes organicos, uma
vez que estes podem ser metabolizados, alterados ou volatilizados pela planta, evitando
assim o acimulo de contaminantes. No entanto, alguns estudos t€ém mostrado acimulo
de contaminantes orginicos inalterados dentro da parte aérea de plantas (PIVETZ,
2001).

A figura 11 mostra os principais processos propostos para hiperacumulacio em

plantas (YANG et al., 2005).
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Figura 11. Principais processos propostos para hiperacumulacio de metais pesados por plantas.
Adaptado de YANG et al. (2005).

z

Outro tipo de fitorremediacdo € a fitodegradagdo. Diversos autores ndo fazem
distingdo de fitodegradacdo e fitotransformagdo, vide tabela 5, usando o termo
fitodegradacdo para ambos os casos. Neste texto, usaremos o termo fitodegradacao para
a degradacdo do xenobidtico tanto pela planta quanto pela microbiota associada a
rizosfera conforme utilizado por diversos autores (LAMEGO e VIDAL, 2007).

Na fitodegradacdo, as plantas podem degradar poluentes organicos diretamente
por suas proprias atividades enzimaticas. Esse tipo de processo € ideal para poluentes
orgdnicos que sao moéveis nas plantas (como herbicidas, trinitrotolueno e
tricloroetileno), e envolve a acdo de complexos enzimdticos nas plantas, como
glutationa e citocromo P-450 monooxigenases. A fitodegradacdo geralmente esta
associada a plantas, mas pode ser resultado da acdo de micro-organismos (LAMEGO e
VIDAL, 2007).

A tabela 6 descreve algumas enzimas vegetais € microbianas que possuem papel

na degradagdo de xenobidticos organicos (GERHARDT et al., 2009).
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Tabela 6. Enzimas vegetais e microbianas com um papel na degradacio de compostos organicos.
Origem microbiana é designado (B) para a bactéria, ou (F) para fungos. Fonte: Gerhardt, et al

(2009).

Familia de Enzimas

Acdo Catalitica

Exemplos de Fontes

Conhecidas
Dehalogenase Hidroliza cloro e flior de hidrocarbonetos Xanthobacter
alifaticos e aromadticos halogenados. autotrophicus (B).
Populus spp.
Sphingobium
chlorophenolicum (B)
Laccase Degradacio de varios compostos aromaticos. Medicago sativa
Trametes versicolor (F)
Coriolopsis polyzona (F)
Dioxigenase Degradacio de varios compostos aromaticos. Pseudomonas sp (B).
Mycobacterium sp (B).
Peroxidase Degradacao de vdrios compostos aromdticos; Armoracia rusticana.
Desalogenacdo redutiva de hidrocarbonetos
alifticos. Phanerochaete
chrysosporidium (F).
Phanerochaete laevis (F).
Medicago sativa
Nitrilase Cliva grupos cianeto de nitrilas aromdticas e Salix spp.
alifaticas.
Aspergillus niger (F).
Nitroredutase Reduz grupos nitro de compostos nitroaromaticos, Comamonas sp (B).
remove o nitrogénio de estruturas ciclicas.
Pseudomonas putida (B).
Populus spp.
Fosfatase Cliva grupos fosfato de organofosforados. Spirodela polyrhiza
Citocromo P 450 Hidroxilacdo de hidrocarbonetos alifiticos e Maioria das  bactérias
monooxigenase aromaticos. aerébicas, todos os fungos

e plantas.
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As plantas possuem um arranjo complexo de enzimas que sdo hdbeis para
detoxificar xenobidticos, incluindo esterases, citocromo P-450 dependente de
oxigenases (enzimas de metabolismo de fase 1), glutationa S-transferases (GSTs),
glucosil transferases (GTs) e malonil transferases (enzimas de metabolismo de fase 2) e
transportadores vacuolares dirigidos por ATP (enzimas de fase 3) (KARAVANGELI et
al., 2005).

As GSTs, por exemplo, catalisam o ataque nucleofilico do dtomo de enxofre da
glutationa a grupos nucleofilicos de uma variedade de substratos hidrofébicos como
herbicidas, inseticidas e carcindgenos, ganhando especial aten¢do no que diz respeito a
detoxificacdo de herbicidas com o alaclor por exemplo (ARMSTRONG, 1998; DIXON
et al., 2002; DIXON et al., 1998; EDWARDS et al., 2000; KARAVANGELI et al.,
2005).

A figura 12 ilustra o metabolismo de xenobidticos em plantas.

Xenohiotic—

—"“--—-—___‘_t Glutathione-S-|__ glutathione
transterase conjugate

Kenobiotic Xenobiotic (-)

oy
Xenobiotic
Uridine-5"-diphosphoglucase

Hydraxylated Gilucosyl-
xenobiotic transferase

Bound
residuas

Endoplasmic
reficulum

Uriding-5- « « < - - ==
diphosphoplucose

Phase || —*= +————— Phaselll —————=

Figura 12. Reacdes catalisadas por enzimas responsdveis pela desintoxicacdo de xenobidticos em plantas
sdo localizadas em/ou associadas com vdrios compartimentos e organelos celulares. As setas tracejadas
representam uma via proposta para a glicosilacdo de xenobidticos no complexo de Golgi, seguido de
libertacdo dos metabdlitos no apoplasto por exocitose. Abreviacdes: CT, transportador glutationa-
conjugado, AT, transportador de xenobidticos anidnicos dependentes de ATP; GT, transportador
glicosideo conjudado dependente de ATP; VP, peptidase vacuolar. FONTE: COLEMAN et al (1997).
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Estudos relatam alguns produtos de degradag@o para os pesticidas avaliados neste
estudo através da biorremediagdo por plantas e também por micro-organismos.

LAMOUREUX et al (1995) descreveu alguns produtos de metabolizacdo do

quincloraque em Euphorbia esula conforme € mostrado na figura 13.

0 HO l'-;
T,
C—OH S et
C N = N
X HONG %
o
e H Z e
Quinclorac Met.II glucose ester
(54%) (11%)
0 o
[1] i
C—-CHz-C—OH
!
Ho o o] ﬁ
P %\ F—=0=C
N N
HO | x HONG i =
Pentose sH = cl o = cl
Met. I pentosyl glucose ester Met. Il malony! glucose ester
(20%) (4%)

Figura 13. Rota de metabolismo do quincloraque em leafy spurge. Adaptado de LAMOUREUX et
al, 1995.

Ainda para o herbicida quincloraque, por exemplo, estudos de biodegradacdo
realizados mostraram que bactérias como a Burkholderia cepaciaWZ1 sdo capazes de

degradar o quincloraque como proposto na figura 14 (LI ez al., 2009).
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Figura 14. Rota de biodegradacio do quincloraque por B. cepazia WZ1. Fonte: Li et al, 2009.

“u, »

Herbicidas como o bentazone e 2,4-D, por exemplo, podem sofrer reacdes de

hidroxilagdo aromaética durante o seu metabolismo como mostrado na figura 15.

Conjugate {if formed)

Oxidative Product
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Figura 15. Metabdlitos dos herbicidas 2,4-D e bentazone.

O herbicida clomazone pode ser metabolizado por plantas como o arroz que tem a
capacidade de detoxificd-lo. A Figura 16 ilustra alguns dos metabdlitos para o arroz

nesta planta (TENBROOK e TJEERDEMA, 2006).
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Figura 16. Rota proposta de biotransformacao para o clomazone em arroz (R) e milha (EWG),
(M?) possivel transformacao microbial e NC, ndo confirmado. Fonte: TenBrook et al, 2006.

Quanto ao pesticida propanil, seu metabolismo € predominantemente por hidrélise
(atividade da aril acilamidase), em solos, plantas e animais.

Estudos anteriores utilizaram moléculas de propanil marcadas com '*C e
aplicaram em plantas de ervilha (susceptiveis ao herbicida) e arroz (resistente). Raizes e
brotos continham quatro metabolitos principais: 3,4-dicloroanilina (Estrutura 2 da figura
17), e trés conjugados, um dos quais foi o N-glucosideo (Estrutura 18). A maior parte
dos carbonos marcados foi encontrada em conjugados resultantes da reacdo do 3,4-DCA
com a lignina. Nestes mesmos estudos € reportada a formacdo de agucares conjugados
do 3,4-DCA com glicose, frutose e xilose (STILL, 1968a; b). Também ocorre a
hidroxilagdo no C2 do grupo propanoil para 3.4-dicloroacetanilida (19) (YIH er al.,

1968). A figura 17 mostra o metabolismo do propanil em plantas.
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Figura 17. Metabolismo do propanil em plantas.

No entanto, a capacidade da planta detoxificar ou ndao um determinado
xenobidtico, assim como os metabdlitos formados. dependerd das enzimas presentes na
espécie de planta avaliada (BRAZIER et al., 2002; KARAVANGELI et al., 2005;
STIBOROVA et al., 2000).

O uso de plantas aquaticas na fitorremediacdo se justifica pela intensa absor¢ao de
nutrientes e pelo seu rapido crescimento, além da facilidade de retird-las de lagoas e
pela possibilidade de aproveitamento de sua biomassa. Assim, neste trabalho foi

avaliado o potencial de fitorremediagdo do cultivo hidroponico de alface.

2.8 Alface

A alface (Lactuca sativa L.) é uma hortalica da familia Asteraceae pentencente a
classe Magnoliopsida.

Esta hortalica possui origem asidtica, mas segundo as informacdes. essa verdura
foi utilizada por egipcios, gregos e romanos (UNIJUT, 2013).

A histoéria da humanidade lhe faz referéncia desde os antigos persas. Hipdcrates e
Dioscarides falam em seu uso na antiga Grécia. Na mitologia grega, a alface € citada
quando a deusa Vénus esconde o belo e jovem Adonis, filho de Mirra, num pé de alface.
Entre os Romanos, a alface era consagrada a Vénus, e nao deveria ser consumida por

ser considerado um ato de profanacdo; Macer Floridus, livro de plantas dos antigos



58

romanos, falava das virtudes desta planta, como por exemplo, de evitar a embriaguez.
Desde este tempo, foi adotado o costume de comer a salada no fim da refeicdo, e diz
Virgilio que esta erva deliciosa finalizava os jantares dos nobres. No século XVI,
Brugerinus, no seu livro de Sitologia, inseriu uma monografia da alface, atribuindo-lhe
grande efeito sobre a impoténcia, e recomendava uso didrio aos frades como salada
(UNIJUL, 2013).

No Brasil, entre as hortalicas folhosas, a alface € a mais consumida, representando
cerca de 40% do volume negociado pelas empresas de abastecimento (OLIVEIRA et
al., 2010).

Este vegetal € uma fonte de fibras, sais minerais e das vitaminas A, Bj, B, Bg
e C, além de possuirem propriedades laxantes, diuréticas e lenitivas, bem como um
sabor agraddvel e refrescante (KESKINEN et al., 2009).

O cultivo da alface € realizado pelos sistemas tradicional, organico e hidroponico.

O método tradicional caracteriza-se pelo cultivo da alface no solo.

Figura 18. Lavoura convencional de alface.

O método hidroponico é caracterizado pelo cultivo de plantas em tubos de plastico
contendo uma solu¢do de nutrientes dissolvidos e fertilizantes quimicos. Neste sistema,
o vegetal permanece protegido contra fatores ambientais adversos, tais como chuva,

geada e ventos, o que aumenta a sua produtividade (CHAVES et al., 2000).
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Figura 19. Cultivo hidroponico de alface.

Na Unido Europeia os principais pesticidas utilizados no cultivo de alface,
tradicional ou hidroponico, sd@o azoxistrobina, acetamiprida, ciprodinil, fenehexamida,
fludioxonil, folpet, iprodiona, metalaxyl, pirimicarbe, and tolifluanida (MELO et al.,
2012). A estrutura quimica do principio ativo destes pesticidas estd representada na

figura 20.
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Figura 20. Estrutura quimica dos pesticidas utilizados no cultivo de alface.

A colheita da planta comeca sessenta dias apds a semeadura. A plantacdo deve ser

ano todo.

irrigada com abundancia e regularmente. E uma hortalica de inverno, preferindo clima

ameno, mas ndo suportando a geada. A alface pode, no entanto, ser plantada durante o

A germinacgdo leva de quatro a seis dias. A alface prefere solos argilo-arenosos,

ricos em matéria organica e com pH 6,0 a 6,8 (RURAL, 2010; UNIJUf, 2013).

Para o verdo, sao recomendadas as seguintes variedades: babd, Brasil 48, Brasil 58,

Brasil 202, Vivi, maravilha de verdo, grandes lagos, grand rapids, vitéria, Aurea e
Luciana. Para o inverno, sdo indicadas as variedades Aurélia, repolhuda, Boston branca,

sem rival, Brasil 311, Brasil 303 e Brasil 221 (RURAL, 2010; UNDUI, 2013).

Para este estudo, foi utilizada alface crespa da variedade Itapua super.
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Estudos anteriores relatam que a alface € capaz de bioacumular Cadmio (Cd)
quando submetida a irrigacdo com dgua contendo este metal pesado (AZIZIAN et al.,
2011).

No entanto, ndo existem estudos relatando a influéncia do uso de dgua contendo
herbicidas no seu cultivo hidroponico, assim como, avaliagdo do seu potencial como
fitorremediadora para os pesticidas avaliados neste estudo e que sdo amplamente

utilizados no cultivo de arroz irrigado na regido.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de fitorremediagdo de dguas contendo pesticidas através do

cultivo hidropdnico de alface (Lactuca sativa L.).

3.2 Objetivos especificos

1) Desenvolver e validar um método multirresidual para a determinagdo dos
pesticidas quincloraque, bentazone, clomazone, propanil e tebuconazole
em agua potavel e de cultivo hidroponico por HPLC-DAD.

i1) Avaliar a fitorremediacdo dos pesticidas em cultivo hidropdnico de alface

(Lactuca sativa L.)
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacio estdo apresentados sob a forma de
dois artigos cientificos. As se¢des Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos
Resultados e Referéncias Bibliogrdficas encontram-se nos proprios manuscritos.
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4.1 Artigo Cientifico 1

O artigo cientifico 1 tem como titulo Development and Validation of
Multirresidual Method for Analysis of Pesticides in Water Cultivation Hydroponic
Lettuce using HPLC-DAD . As se¢Oes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos
Resultados e Referéncias Bibliogrdficas encontram-se no proprio manuscrito. O
manuscrito serd submetido a Revista Journal of Brazilian Chemical Society.
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Development and Validation of Multirresidual Method for Analysis of
Pesticides in Water Cultivation Hydroponic Lettuce using HPLC-DAD.

Anderson S. Rosa, Bruna P. Ramborger, Maria Luisa C. Zago, Elton L. G.

Denardin, Rafael Roehrs.

LEFQPN/PPGBioq/ Universidade Federal do Pampa, Campus Uruguaiana, BR 472
Km 592, CP 118, Uruguaiana, RS, Brazil.

Abstract

A sensitive, quick, and simple multirresidue method for the simultaneous
determination of six pesticides currently used in rice cultivation — bentazone,
clomazone, propanil, quinclorac, tebuconazole and 2,4-D — in water culture
hydroponic lettuce is presented. Water samples were extracted with solid-phase
extraction cartridges and determination was performed by LC with diode-array
detection at 220 nm. The extraction efficiencies of two cartridges, Strata C18 ® and
Strata X ®, were compared. The average recovery obtained for these compounds varied
from 81 to 117% for Strata C18 ®, with RSDs of 10%, however Strata X ® did not
recover any pesticide. The method presented good linearity, and the lower detection
limit for the pesticides studied was 1.7 pg/L. The proposed method was also tested in
water culture hydroponic lettuce fortified with the six pesticides at 5, 50 and 100 pg/L,

with recovery studies showing good results with low RSDs.

1. Introduction

It is well known that pesticides have the potential to prevent and control harmful

organisms being a powerful tool against agricultural problems. Pesticides widespread in
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agriculture sector are the most economical approach to control the insects and pests,
though they are major contaminants of our environment and also are highly toxic to
non-target organisms (AZIZIAN et al., 2011). They usually have high mobility in water
and soil (ALI et al., 2013; PRIMEL et al., 2007) and can be found in groundwater and
surface waters (SILVA e FAY, 2004). Irrigated rice is one of the most important crops
in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, occupying 73% of the cropland and in most
farms pesticides are applied after irrigation, directly in the water (PRIMEL et al., 2007).
Some of the recommended and most used pesticides in rice cultivation are bentazone,
clomazone, propanil, quinclorac, tebuconazole and 2,4-D. Liquid Chromatography-
diode array detection (LC-DAD) has been used for the determination of pesticide
residues in surface and groundwater (CHAKRABORTY e MUKHERIJEE, 2013;
PALMA et al., 2004; ROEHRS et al., 2009; SANCHEZ-ORTEGA ez al., 2005).
Several recent studies have shown the use of aquatic plants and/or plant hydroponic
crops such as lettuce, for phytoremediation of heavy metals and organics (HE et al.,
2005; HUTCHINSON, 2004). Phytoremediation is among the methods considered as
alternatives to conventional water treatment processes (RAHMAN e HASEGAWA,
2011; SCHRODER et al., 2007). Water hydroponic cultures, as well as, paddy-field
water are complex solutions due to the presence of added mineral salts, in the case of
hydroponic cultivation, the difficulty resides in the presence of organic and inorganic
compounds occurring naturally or as a result of contamination, or also of biological
origin such as fungi and bacteria (ROEHRS et al., 2009). Considering the importance of
monitoring the quality of water used and the possible development of phytoremediation
using hydroponics techniques, this paper develops an efficient method that allows the
determination of five of the most widely used pesticides in the cultivation of rice in

solution culture hydroponic lettuce and six in drinking water.

2. Experimental

2.1 Chemicals and Reagents

(a) Ultrapure water — Prepared using a Milli-Q® water purification system

(Milford, MA, USA).
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(b) Phosphoric acid (HsPO4) — Purity 85% (Fluka-Sigma Aldrich,
Steinhein,Germany).

(c) Methanol (MeOH) and Acetonitrile (ACN) — LC grade (J. T. Baker, Holland).

(d) Pesticide standards — Bentazone, clomazone, propanil, quinclorac,
tebuconazole and 2,4-D were purchased from Sigma Aldrich (Steinhein,Germany).

(e) Solid-phase extraction (SPE) cartridges — Octadecyl bonded silica sorbent,
Strata C18-E ® (55 pum, 500 mg) and Strata X ® (55um, 500 mg) were obtained from
Phenomenex.

(f) 6% Fe EDDHA - Iron chelated by EDDHA with 72% of chelating agent.

(g) Magnesium sulfate — 9% magnesium and 11% sulfur.

(h) Purified MAP - Monoammonium phosphate with 11% nitrogen and 60% P,0s.

(1) Mixed mineral fertilizer — 11% nitrogen, 45% K,O, 1.2% Sulfur.

(j) Calcium nitrate — 15.5% water soluble nitrogen, 14.5% nitrate, 1% nitrogen

ammoniacal and 19% water soluble calcium.

(k) Concentrate micronutrients — 0.916% molybdenum, 4.10% boron, 1.6% Zn

EDTA, 4.09% Cu EDTA, 4.09% Mn EDTA and 0.814% nickel.

2.2 Instruments and Apparatus

(a) Liquid chromatograph — Young Lin (YL 9100) system, equipped with
quaternary pump, auto sampler, and diode-array detector.

(b) Guard column — Analytical Guard Cartridge System (KJO-4282) (Security
Guard phenomenex®).

(d) Analytical column — C18 column (Sinergy Fusion RP, 250 mm length and

4.6 mm id) (Phenomenex®).

23 Preparation of Stock and Working Solutions

Stock solutions of the pesticide standards were prepared by accurately weighing

10.0 mg of each pesticide and dissolving it in 10.0 mL ACN, to obtain a 1000 mg/L

stock solution. From this solution, a working standard solution of 100.0 mg/L. was
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prepared in ACN. This solution was then diluted as needed to prepare different standard

solutions: 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 and 10.0 mg/L in ACN.

24 Preparation of water hydroponics

In preparing water with nutrients, 0.036 g/L of 6% Fe EDDHA, 0.45 g/L of
magnesium sulfate, 0.15 g/L of purified MAP, 0.66 g/L of mixed mineral fertilizer, 0.75

g/L of calcium nitrate and 0.01 g/L concentrate micronutrients were added to water.

2.5 Sample Preparation

Then 100 mL water spiked with six pesticides was filtered through a 0,45 pm filter
and acidified to pH 3.0 with phosphoric acid. The filtrate was pre-concentrated in SPE
cartridges, Strata C18® and Strata X®, previously conditioned with 3 mL methanol, 3
mL water and 3 mL water pH 3.0. The pH was adjusted with phosphoric acid. Elution
was carried out with methanol obtained 1 mL in the end in order to obtain 100-fold pre-
concentration. The extract was then filtered through a 0.45 pum pore-size syringe filter
and injected in the LC-DAD system.

The same procedure was used for all cartridges evaluated both in water and in water

for hydroponics, both fortified with six pesticides.

2.6 Analytical Method

Different compositions of mobile phase, isocratic and gradient, containing
acetonitrile, methanol and water (pH 3) were evaluated at ratio of 30:24:46 (ROEHRS
et al., 2012), 25:29:46 and 27:27:46; flow rates of 0.8, 0.9, 1.0, 1.1 and 1.2 ml/min
isocratic were evaluated as well. Isocratic gradient and isocratic mobile phases were
also evaluated by changing the mobile phase to 30:30:40, 33:27:40 and 27:33:40 with
flows 0.9, 1.0, 1.1 and 1.2 ml/min after the first 20 minutes of running.

The LC defined conditions were mobile phase consisting of acetonitrile/methanol/
water (pH 3) in the ratio of 27:27:46 with flow rate of 0.9 ml/min at time 0-20 min, and
30:30:40 with flow rate 1.2 ml/min at time 20-35 min. The water pH of the mobile

phase was adjusted to pH 3 with aqueous phosphoric acid solution (1:1, v/v). The
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injection volume was 20 pL, and detection wavelengths were 220 nm. The analysis was
performed at room temperature. The conditions stated above were optimized for each
herbicide alone [retention time (Rt)] and a mix of 5.0 mg/L was used for adjusting the

mobile phase isocratic-gradient-isocratic prior to method validation.

3. Results and Discussion

In development of an pesticide multirresidue measurement method by LC-DAD
there are crucial requirements to identify analytes correctly by means of their individual
UV spectra, retention time, a good resolution between peaks and the elimination of
possible interference caused by the matrix effects (ROEHRS et al., 2009).

In order to improve the elution of the compounds, it was necessary to treat samples
with acid solutions (pH 3.0) and also use water, pH 3.0, as the one of the mobile phases,

particularly in order to keep the acidic groups in their protonated form.

Selection of Chromatographic Conditions

Different compositions of mobile phase isocratic and gradient were evaluated. Initially
an isocratic mobile phase containing acetonitrile, methanol and water (pH 3) at ratio of
30:24:46 and flow rate of 0.9 ml/min was evaluated (ROEHRS er al., 2012), however
without satisfactory results in the simultaneous separation of all pesticides. In this
method, the herbicides clomazone and propanil are too close, thereby making it difficult
to quantify them. To obtain better separation between the peaks of the herbicides
clomazone and propanil proportions of 25:29:46, and 27:27:46 respectively were also
tested and evaluated at different flow rates, 0.8, 0.9, 1.0, 1.1 and 1.2 ml/min, assuring
the best results with 27:27:46 and 0.9 ml/min getting narrower and more symmetrical
peaks. With the two mobile phase compositions and flow at 0.9 mL/min, it was obtained
a good separation for bentazone, clomazone, 2,4-D, propanil and quinclorac, however
the fungicide tebuconazole took a very high retention time (38 min) and with a total run

time of 40 minutes. To mobile phase 27:27:46, the retention time for tebuconazole took
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3 minutes less than for the mobile phase 25:29:46. With the flow at 0.8, 1.0, 1.1 and 1.2
ml/min tebuconazole decreased the retention time, although the separations of the
herbicides were lost. With 27:27:46 and 0.9 ml/min, mobile phase demonstrated a good
resolution of the peaks for the first five compounds, but it took a very long time for
elution of tebuconazole which led us to evaluate the use of an isocratic-gradient-
isocratic mobile phase in order to decrease analysis time.

To decrease the retention time of tebuconazole, isocratic-gradient-isocratic mobile
phases were evaluated by changing the mobile phase after the first 20 minutes to
30:30:40, 33:27:40 and 27:33:40 with flows 0.9, 1.0, 1.1 and 1.2 ml/min. It was
necessary to change the mobile phase composition after 20 minutes of run to decrease
the tebuconazole retention time, in the 30:30:40 the peak was narrower, more symmetric
and showed less noise when changing mobile phase proportion after 20 min than the
33:27:40 and 27:33:40. Different mobile phase flows were tested to improve the peak
shape of tebuconazole and decrease the retention time. The best result (thin peak), was
showed in the flow of 1.2 mL/min, for other flows evaluated there were peaks tail, wide
base and lower area. After these results it was obtained for the second isocratic-gradient
with the composition of the mobile phase of 30:30:40 and flow of 1.2 mL/min a better
peak for tebuconazole (29.6 min) and an analysis time of 35 minutes.

The LC conditions defined were mobile phase consisted of acetonitrile/methanol/water
(pH 3) in the ratio of 27:27:46 with flow rate of 0.9 ml/min at time 0-20 min, and
30:30:40 with flow rate 1.2 ml/min at time 20-35 min.

This combined isocratic-gradient-isocratic solvent system allowed the elution,
identification, and quantification of each single pesticide with great accuracy. The order
of elution of pesticides was quinclorac, bentazone, 2,4-D, clomazone, propanil and
tebuconazol respectively. The analysis time was 35 minutes. A typical chromatogram is

shown in Figure 1a. The retention times are listed in Table 1.
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Table 1. Retention times for each pesticide studied.

Pesticides Toxicity class RT, min Estructure
Quinclorac III 8.9 o
HO N—
/ c
Bentazone I 11.3 L
'?'J\
=0

%

2,4-D I 13.7 0

Clomazone III 16.1 Cl O
N§<
o)

Propanil III 18.1 Cl o
Cl N J\/
H
Tebuconazol v 29.6 HEC Tkl cl
HaC
OH
N
A
N & 5 N

During the first isocratic elution, the baseline is clean, without noise. It drifts when
the relative amounts of ACN-MeOH-H,0 change in a minute from 27:27:46 and flow
0.9 ml/min to 30:30:40 and flow 1.2 ml/min.
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Method Validation

The method validation is the process that is extremely important to ensure the
quality of measurements in a process of analysis, reliability, comparability, traceability,
as well as interpretability of the results (ALVARADO et al., 2008).

Seeking validation methods evaluated the linearity, accuracy, precision, LOD and

LOQ which are described below for the method.

Linearity - The DAD response for all pesticides was linear in the concentration

range assayed (0.5-10 mg/L) with determination coefficients > 0.997 for all pesticides.

Parameters for analytical curves, determination coefficients, LOD and LOQ are

listed in Table 2.

LOD and LOQ - The LOD of the method were determined at a signal-to-noise
(S/N) ratio of 3 for the individual pesticides in water by LC-DAD, and were then
experimentally verified; whereas, the LOQs were obtained as the lowest spiked level
with acceptable recovery and relative standard deviation (DG-SANCO, 2007). The
LODs and LOQs obtained are similar to values in water previously reported by others

papers (ROEHRS et al., 2009).

Table 2. Parameters for analytical curves and LOD and LOQ for method in
hydroponic water medium.

Limiting Equation r LOD, pg/L LOQ, pg/L

pesticide (y= ax+b)
Quinclorac y =176.63x — 18.929 0.9972 1.7 5.0
Bentazone y = 104.03x — 12.643 0,9986 1.7 5.0
2,4-D y =37.608x — 1.3471 0,9989 1.7 5.0
Clomazone y =51.798x — 1.4227 0,9994 1.7 5.0
Propanil y = 58.066x + 0.6797 0,9982 1.7 5.0
Tebuconazole y=26,862x —1.7011 0,9988 1.7 5.0

Selectivity and matrix effects - Distilled water was used as the tap water blank and
hydroponics water without pesticides was analyzed and the absence of pesticides was
verified. During the chromatographic analysis matrix components contained in extracts
can affect the quantification of the analytes of interest (PINHO et al., 2010). The matrix

effect is dependent of the physicochemical properties of pesticides and endogenous
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compounds of the matrix (HAJSLOVA et al., 1998; SANCHEZ-BRUNETE et al.,
2005).

To see the influence of matrix samples were evaluated using water and
hydroponics. The results show that there was no interference of the matrix except in the

case of the pesticide bentazone to the culture medium due to coelution.

Recovery - This study compared two SPE cartridges: the Strata C18 and Strata X.
Strata C18 showed good recoveries. Water blanks are fortified at 5.0, 50.0 and 100.0
ug/L. The recoveries obtained for all herbicides ranged from 83 to 110% for Strata C18.
All RSDs was < 10.2% (Table 3).

For hydroponics water it was used the same fortification levels. The recoveries for
all pesticides ranged from 78 to 102% and RSDs was < 12.7% (Table 4).

Strata X did not recover any of the pesticides evaluated.

These results are in accordance with DG SANCO/2007/3131 of the European
quality control guidelines which establishes as acceptable recoveries between 70 and
120% for pesticides (DG-SANCO, 2007).

Repeatability - The repeatability study was carried out by analyzing a solution of
the pesticides in a concentration of 0.5 mg/L, injected seven times, to evaluate the RSD
of the signal intensities, which were below 11.91% for every pesticide. This RSDs are
in agreement with European quality control guidelines which establishes a % RSD of +

20% (DG-SANCO, 2007).

There is an interferer that eluted at the same retention time of the herbicide
bentazone, which does not allow it to be analyzed by the method in hydroponic culture
medium. After testing was verified that the interference comes from mixed mineral

fertilizer used and may be due to nitrogen compounds or even some impurity.
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Table 3. Recovery (rec.) and RSD at 5.0, 50.0 and 100.0 ug/L fortification levels in
water. (n=3)

Pesticides Fortification levels
5.0 ug/L 50.0 ug/L 100.0 ug/L

Rec., % RSD,% Rec.,% RSD,% Rec.,, % RSD, %
Quinclorac 104.994 4.019 85.178 4.333 92.814 6.743
Bentazone 109.736 3.203 89.234 2.254 91.077 6,782
2,4-D 86.296 9.681 87.563 3.516 94.408 7.856
Clomazone 100.136 5.734 83.074 3.064 86.194 9.182
Propanil 96.664 5.653 91.511 2.690 92.163 10.203
Tebuconazole 96.528 5.648 85.124 4.566 85.281 9.521

Table 4. Recovery (rec.) and RSD at 5.0, 50.0 and 100.0 pg/L fortification levels in
cultivation water. (n=3)

Pesticides Fortification levels
5.0 ug/L 50.0 pg/L 100.0 ug/L

Rec., % RSD,% Rec.,% RSD,% Rec.,,% RSD, %
Quinclorac 84.520 5.679 78,666 3.100 77.622 1.721
Bentazone nq - nq - nq -
2,4-D 86.900 1.714 85.552 1.741 91.786 4.264
Clomazone 95.042 12.703 84.211 4.452 84.947 4.452
Propanil 95.813 10.696 89.564 4.358 90.146 3.956

Tebuconazole 102.076 10.039 85.862 4.804 95.671 7.057
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Figure 21. Chromatograms: (a) standard 5 mg/L, (b) extraction Strata C18 in distilled water spiked
50.0 pg/L, (c) extraction hydroponics water spiked 50.0 ug/L. Peaks: (1) Quinclorac, (2) Bentazone,
(3) 2,4-D, (4) Clomazone, (5) Propanil, (6) Tebuconazol, (2*) Bentazone and impurities.

4. Conclusions

This method is efficient for the determination of pesticides quinclorac, bentazone,
2,4-D, clomazone, propanil and tebuconazole in water. For hydroponic medium was not
possible to determine the pesticide bentazone. The analysis time was relatively small
and the peaks of pesticides proved well resolved. The method provides the flexibility to
include new agricultural pesticides and/or their degradation products. The LC-DAD
method showed good sensitivity and repeatability and is a reliable tool for the

determination of herbicides in hydroponics water.
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4.2 Artigo Cientifico 2

O artigo cientifico 2 tem como titulo Phytoremediation of pesticides in water
using hydroponic cultivation of lettuce (Lactuca sativa L.). As secdes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliogrdficas
encontram-se no proprio manuscrito. O manuscrito serd submetido a Revista

Chemosphere.
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Abstract

This study evaluated the phytoremediation of pesticides through the hydroponic
cultivation of lettuce.The removal rate of five compounds (quinclorac, 2,4-D,
clomazone, propanil and tebuconazol) from water by lettuce was assessed in laboratory
tests. The plants were exposed to a mixture of this five pesticides in a concentration of
50 pg/L each. It is possible to observe that the ideal treatment time for tebuconazol
fungicide and herbicide quinclorac was 7 days which was the maximum
phytoacumulation on the plant. The lettuce also showed degrade the metabolite of
propanil, 3,4-DCA after 14 days. For both 2,4-D and clomazone herbicides a 14 days
treatment showed excellent results additionally indicating possible degradation by the
metabolism of plant studied. This study showed that the hydroponic cultivation of
lettuce can be an efficient, low cost and effective method for phytoremediation of the

pesticides studied.
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1 Introduction

Pesticides are widely used in modern agriculture for pest control significantly
increasing productivity. Extensive agricultural use of pesticides can lead to significant
risk to non-target organisms within adjacent aquatic and terrestrial ecosystems
(DOSNON-OLETTE, 2009).

The main commercial products are synthetic organic compounds with high
biological activity, among them stand insecticides, fungicides and herbicides that are
generally toxic and may be carcinogenic and mutagenic (SILVA e FAY, 2004).
Pesticide residues and their transformation products are frequently found in
groundwater and surface waters (ONNEBY et al., 2009). Irrigated rice is one of the
most important crops in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, occupying 73% of the
cropland and in most farms pesticides are applied after irrigation, directly in the water
(PRIMEL et al., 2007).

Several biological strategies can be applied to remove toxic substances, including
herbicides, from the environment and are collectively known as bioremediation.
Bioremediation is the exploitation of biological activities for mitigation, and when
possible, complete elimination of the toxic effects caused by environmental pollutants.
(ROEHRS et al., 2012).

One type of bioremediation that has stood out over the last 10 years is the
phytoremediation, consisting in the use of plants and their associated microorganisms
for cleaning polluted environments. This method has gained popularity as a cost
effective, environmentally friendly and efficient in sifu technology for a variety of
pollutants (ALI et al., 2013; EAPEN et al., 2007; PILON-SMITS, 2005).

Some Plants have constitutive and adaptive mechanisms for accumulating or
tolerating high contaminant concentrations in their rhizospheres (YANG et al., 2005).
Plants contain a complex array of enzymes which are able to detoxify xenobiotics
including esterases and cytochrome P450-dependent oxygenases (phase 1 metabolizing
enzymes), glutathione S-transferases (GSTs), glucosyl transferases (GTs) and malonyl
transferases (phase 2 metabolizing enzymes) and ATP-driven vacuolar transporters
(phase 3 enzymes) (KARAVANGELI et al., 2005).

Recent studies show the application of this method to cleanup environments

containing pesticides (DOSNON-OLETTE, 2009; SCHRODER e COLLINS, 2002).
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Lettuce (Lactuca sativa L.) shows the ability to absorb Cd like as demonstrated by
some investigations (AZIZIAN et al., 2011; HE et al., 2005), as well as, perchlorate
(HUTCHINSON, 2004).

This study aims to evaluate the phytoremediation of water containing five
pesticides (quinclorac, 2,4-D, clomazone, propanil and tebuconazol) recommended for

irrigated rice by using hydroponic lettuce.

2 Materials and Methods

2.1 Chemicals and reagents

(a) Deionized water — Prepared using a Milli-Q ® water purification system
(Milford, MA, USA).
(b) Phosphoric acid (H3POs) — Purity 85% (Fluka-Sigma Aldrich,

Steinhein,Germany).
(c) Methanol (MeOH) and Acetonitrile (ACN) — LC grade (J. T. Baker, Holland).
(d) Pesticide standards — Clomazone, propanil, quinclorac, tebuconazole and 2,4-
D were purchased from (Sigma Aldrich, Steinhein,Germany).
(e) 6% Fe EDDHA - Iron chelated by EDDHA with 72% of chelating agent.
(f) Magnesium sulfate — 9% magnesium and 11% sulfur.
(g) Purified MAP - Monoammonium phosphate with 11% nitrogen and 60% P,0s.
(h) Mixed mineral fertilizer — 11% nitrogen, 45% K,0, 1.2% Sulfur.
(1) Calcium nitrate — 15.5% water soluble nitrogen, 14.5% nitrate, 1% nitrogen
ammoniacal and 19% water soluble calcium.
(j) Concentrate micronutrients — 0.916% molybdenum, 4.10% boron, 1.6% Zn
EDTA, 4.09% Cu EDTA, 4.09% Mn EDTA and 0.814% nickel.

2.2 Instruments and Apparatus

(a) Liquid chromatograph —Young Lin (YL 9100) system, equipped with

quaternary pump, auto sampler, and diode-array detector.



82

(b) Guard column — Analytical Guard Cartridge System (KJO-4282)
(SecurityGuard phenomenex®).

(d) Analytical column — C18 column (Sinergy Fusion RP, 250 mm length and 4.6
mm id) (Phenomenex®).

(e) Solid-phase extraction (SPE) cartridges — Octadecyl bonded silica sorbent,

Strata C18-E ® (55 um, 500 mg) was obtained from Phenomenex.

2.3 Preparation of water hydroponics

For water preparation with nutrients it was added to water 0.036 g/L of 6% Fe
EDDHA, 0.45 g/LL of magnesium sulfate, 0.15 g/L of purified MAP, 0.66 g/L of mixed
mineral fertilizer, 0.75 g/L of calcium nitrate and 0.01 g/L. concentrate micronutrients.
Each of the six nutrients added respectively is composed:

Subsequently, the culture medium was supplemented with 5 pesticides patterns for

the concentration of 50 ug/ L.

2.4 Sample Preparation and Chromatographic conditions

Cultivation medium samples were collected and extracted using solid phase
extraction (SPE) and analyzed by high efficiency liquid chromatography with diode
array detector (HPLC-DAD) as described by Rosa et al (20XX).

Then 100 mL water was filtered through a 0,45 um filter and acidified to pH 3.0
with phosphoric acid (1:1, v/v). The filtrate was pre-concentrated in cartridge previously
conditioned with 3 mL methanol, 3 mL water and 3 mL water pH 3.0. The pH was
adjusted with phosphoric acid (1:1, v/v). Elution was carried out with methanol
obtained 1 mL in the end in order to obtain 100-fold pre-concentration. The extract was
then filtered through a 0.45 um pore-size syringe filter and injected in the LC-DAD
system.

The LC conditions was mobile phase consisted of acetonitrile/methanol/water pH 3
(phosphoric acid, 1:1 v/v) in the ratio of 27:27:46 with flow rate of 0,9 ml/ min at time
0-20 min, and 30:30:40 with flow rate 1,2 ml/min at time 20-35 min. The water pH of
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the mobile phase was adjusted to pH 3 with aqueous phosphoric acid solution (1:1, v/v).

The injection volume was 20 uL, and detection wavelengths were 220 nm.

2.5 Cultivation System

The lettuces were grown in pots containing 1 L from solution of cultivation and
fixed in Styrofoam leaving only the roots submerged. Five plants were placed in each
pot. Controls were prepared in the same manner, but without lettuce. The experiment
was performed in triplicate. As a source of light and heat were used fluorescent lamps
white, red, yellow and blue, and also incandescent lamps, simultaneously. The seedlings
were grown for 10 days to adapt to the culture medium and on the tenth day the medium
was fortified with 5 pesticides. Water samples were collected after 7 and 14 days after

fortification.

2.6 Statistical analysis

In this study data are presented as means + S.D. Significant differences between
controls and spiked samples were determined by the One Way ANOVA test followed

by the Tukey’s test, P values < 0.05 were considered significant.

3 Results and Discussion

Phytoremediation is a strategy that uses plants to degrade, stabilize and / or remove
contaminants from soil or water (GERHARDT et al., 2009). It can be split in
phytoextraction or fitoacumulation, phytostabilization, fitovolatilization and
phytodegradation, among others (LAMEGO e VIDAL, 2007; YANG et al., 2005).

This study evaluated the ability of phytoremediation for five herbicides and a
fungicide.

Pesticides are synthesized molecules to affect certain biochemical reactions of
insects, microorganisms, plants and animals that must be controlled or eliminated. Thus,

they have an important role to increase agricultural productivity (SOSBAI, 2010).
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The lettuce has a cultivation period that changes according to the season in which it
is cultivated and can also vary according to the variety and form of cultivation. In
summer, the harvest period occurs in 60 to 70 days after the start of cultivation and, in
winter, extending around 80 to 90 days (RURAL, 2010).

Many varieties are grown as elisa, regina, brazil 303, daniele, four seasons, of
smooth leaves. And also, grand rapids, veronica, marianne, hydrangea, crinkly, blonde
vanessa and itapud super, all curly leaves (RESENDE ez al., 2007). Previous studies
report that the lettuce is able to bio accumulate Cadmium (Cd) when subjected to this
water containing heavy metal (AZIZIAN et al., 2011).

In this study, plants showed good development during the first 10 days of culture to
adapt to hydroponic medium. During the experiment it was noted that this adaptation
period is very important because plants do not grow well without it.

After the addition of pesticides during the first week the treatment decreased
significantly lettuce growth rate. From the 7th to the 14th day of treatment, there was
the death of some plants. On the 14th day it was found a large number of dead plants or
multiple sheets in the process of necrosis.

The figure 1 shows the percentage of pesticides found in the initial day of

treatment, after 7 and 14 days for the control and the samples with plant.
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Figure 1. Recovery (%) are presented as means + S.D. of pesticides during treatment (n=3). P
values < 0.05 were considered significant. (a) significantly different from controls at day 0. (b)
significantly different than control on the same day.

Quinclorac is considered a highly selective herbicide used in rice cultivation against
mono and dicotyledonous weeds, especially the so-called barnyard grass
(GROSSMANN, 1998). Recent study has reported that the commercial formulation
containing metsulfuron-methyl and quinclorac in concentrations equal to those
recommended for the cultivation of rice, inhibit acetylcholinesterase and biochemical
changes induced in tissues of chirped (Leporinus obtusidens) as a reduction of
antioxidant catalase, however, not causing lipid peroxidation (PRETTO et al., 2011). In
our experiment, seven days after application, quinclorac showed significant degradation

in the sample with plant relative to initial control, although it was not significant when
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compared to control samples on the same day. However, in the fourteenth day there was
an increase in the amount of herbicide recovered.

2,4-D has low biodegradability and it is often found in rivers and streams. Other
studies of the environmental effects of this herbicide show that it is toxic to aquatic
invertebrates, phytoplankton and fish (CHENEY et al, 1997; QUE-HEE, 1981;
ROBLES-GONZALEZ et al., 2006; SANDERS, 1969; VILLALOBOS et al., 1996).
For this herbicide there was a significant decrease in the amount of pesticides found
after 14 days in relation to both initial control and the control on the same day of
collection. The results show a decline of 41% compared to the control on the fourteenth
day.

The clomazone acts as an inhibitor of the synthesis of photosynthetic pigments and
other important substances in higher plants (FERHATOGLU e BARRETT, 2006). In
the experiment it was observed the emergence of a few whitish leaves. Clomazone
showed good results, a degradation of 17% was obtained compared to control in the
same day and 42% compared to day zero.

In the last sample collected propanil was not detected on the control samples as
well with the lettuce. In the environment propanil has a half-life of 1 to 3 days being
rapidly degraded 3,4-dichloroaniline (3,4-DCA) which is a highly toxic molecule
(ROEHRS et al., 2012). Propanil was completely degraded during the experiment,
however, the same was true for the control. Propanil is cleaved enzymatically in plants,
mammalian liver and soil into 3,4-dichloroaniline (3,4-DCA) and also during alkaline
hydrolysis (ROEHRS et al., 2012).

In a yet unpublished work of the group it was determined an elution order for some
pesticides and metabolite 3,4-DCA which has: quinclorac, bentazone, 2,4-D and 3.,4-
DCA using a mobile phase acetonitrile, methanol and water pH 3 with phosphoric acid
(1:1, V/V) in the ratio of 30:24:46 and flow of 0,8 mL/min. In the present study, it was
observed the same elution order for the herbicide quinclorac, bentazone and 2,4-D. In
Figures 2 and 3 show chromatograms of samples without and with lettuce, respectively,
collected on the 14th day of the experiment. The lettuce sample has not presented peak
between bentazone and 2,4-D herbicides precisely in the interval between peaks that
one would expect a peak of 3,4-DCA. But a peak is observed in the sample without

lettuce.
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This result for the 3,4-DCA is a very promising result. For both, in control and in
lettuce, propanil has completely deteriorated, but the degradation performed by lettuce
not lead to the formation of this metabolite that is more toxic than propanil.

Tebuconazole is a fungicide recommended for the cultivation of rice, coffee, barley,
citrus, wheat, among others. Previous researches report that tebuconazole has a long
half-life in the soil (Strickland, Potter ef al. 2004).

For the tebuconazole fungicide it was obtained a significant degradation after 7
days relative control of the same day and from day 0. On this day it was obtained a
35.5% greater degradation of the fungicide compared to control on the same day and
43% decrease in the concentration of it compared to day 0. However, in the 14th day
the concentration of tebuconazole in water increased again. Thus, the amount of the
fungicide obtained after two weeks was not significantly different than controls at day O
and 14.

Based on the results presented pesticides quinclorac and tebuconazole showed the
best results in 7 days of the experiment. This can be explained by the negative growth
rate due to necrosis of leaves, and in some cases, death of the entire plant was observed
during the second week of the experiment. Thus, we believe it occurs phytoacumulation
of these two xenobiotics in the plant in the first week, however, there is a high return of
these substances into the water due to the negative growth rate of the species during the
test and the absence of the formation of new green biomass. Results like this have been
shown in previous phytoremediation studies with some plants for other water

contaminants xenobiotics (ALVARADO et al., 2008).
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Figure 2. Sample without lettuce collected on the fourteenth day.
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For 2,4-D and clomazone maximum degradation occurred in the second week.
Probably, unlike quinclorac and tebuconazole, there was phytodegradation these
herbicides through metabolism by the same enzyme systems active in lettuce. This
explains why the concentrations of pesticides continued to decline even after the death
of some plants and necrosis of leaves.

Some xenobiotics might easily be taken up by plants. Besides uptake, the presence
and activity of a network of detoxification enzymes is crucial for metabolization and
eventually degradation of the chemicals under consideration (SCHRODER et al., 2008).
Plant roots and leaves have been described to make detoxification for organic
xenobiotics, predominantly herbicides (COLEMAN et al., 2002). Thus, it is possible
that the enzyme system of the plant acts metabolizing these compounds transforming
them into metabolites which can be excreted. These metabolites can be more or less
toxic than the original pesticide, however, studies are needed to determine the actual

mechanism of phytoremediation.

4 Conclusion

This work showed that the hydroponic cultivation of lettuce can be an efficient and
low cost effective strategy for phytoremediation of the pesticides studied. It is possible
to observe that for tebuconazole fungicide and herbicide quinclorac the ideal treatment
time was 7 days which was the maximum phytoacumulation on the plant. For both
herbicides 2,4-D and clomazone a 14 days treatment showed excellent results

additionally indicating possible degradation by the metabolism of the plant studied.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta dissertacdo, os resultados obtidos foram divididos em dois manuscritos, os
quais serdo submetidos a revistas cientificas da drea.

No manuscrito 1 foi desenvolvido e validado um método multirresidual para a
determinagdo de seis herbicidas recomendados para o cultivo de arroz irrigado no Rio
Grande do Sul. S3o eles o quincloraque, bentazone, 2,4-D, clomazone, propanil e
tebuconazol. O método desenvolvido mostrou-se eficiente para a determinacdo dos
mesmos em dgua de torneira apresentando boas porcentagens de recuperacdo e precisao.
Na 4gua utilizada no cultivo hidropdnico observou-se um interferente oriundo dos
nutrientes utilizados para cultivo, o que inviabilizou a quantificacdo do herbicida
bentazone. No entanto, foi possivel validar o método para os demais cinco pesticidas
obtendo-se resultados satisfatorios.

O método de extracdo por SPE mostrou-se eficiente e adequado como pode ser
observado pelas boas porcentagens de recuperacdo que variaram entre 78 € 110% para o
cartucho Strata C18 ® ficando dentro da faixa recomendada para pesticidas (SANCO,
2009). No entanto, o cartucho Strata X ® ndo se mostrou adequado para a extracao
deste tipo de compostos.

Acreditamos que isso ocorra devido a interacdo muito forte dos pesticidas ao
cartucho strata X considerando a maior polaridade do material de recheio. fazendo com
que os analitos ndo sejam eluidos com os solventes utilizados. A estrutura do material

de recheio de cada um dos cartuchos € mostrada na figura 21.

Strata C18 Strata X
™ v N e o
b > N :
VANV NANANANNNY NS "
. '-.T N

Figura 21. Estrutura do material de recheio dos cartuchos Strata C18 ® e Strata X ®.
FONTE: Phenomenex.
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Desta forma, o método desenvolvido mostrou-se uma ferramenta util para a
avaliacdo da presenca de seis pesticidas em dgua potdvel, e de cinco no caso do
monitoramento de pesticidas em cultivo hidropdnico.

Neste trabalho o método foi empregado para a avaliacio do potencial de
fitorremediacdo da alface com bons resultados, tendo ainda potencial para aplicagdo em
estudos futuros de fitorremediacio em &4guas com novas plantas ou até mesmo em
outras matrizes com os devidos ajustes na forma de extracgdo.

No manuscrito 2 avaliamos o potencial de fitorremediacdao da alface para os
herbicidas quincloraque, 2,4-D, clomamoze e propanil, assim como, para o fungicida
tebuconazol.

Para o experimento as plantas foram fixadas em isopores e cultivadas em potes de

plastico contendo a solu¢do nutriente conforme apresentado na figura 22.

Figura 22. Plantas de alface na primeira semana da aplicacio dos pesticidas.

Para simular a luz solar foi utilizado um conjunto de lampadas fluorescentes nas

cores vermelha, azul, branca e amarela, além de uma incandescente.
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Foi possivel observar um decréscimo nas concentracdes dos pesticidas
quincloraque e tebuconazol nos primeiros sete dias de experimento, porém apds 14 dias
suas respectivas concentragdes voltaram a aumentar o que nos leva a crer que estas
substancias foram fitoacumuladas pela planta e a partir da segunda semana com a
necrose de folhas os mesmos voltaram para o meio aquoso. Desta forma, semelhante ao

mostrado em trabalhos com Arsénio em plantas aquaticas (ALVARADO et al., 2008).

Figura 23. Necrose de folhas na segunda semana do experimento.

Para os herbicidas 2,4-D e clomazone, conforme discutido no manuscrito 2,
obtivemos decréscimo das concentragdes até o décimo-quarto dia. Como nio houve
aumento das concentragdes apds a necrose de parte das plantas, acreditamos que os
mesmos possivelmente foram degradados.

Conforme artigos da literatura, observamos que ambos os herbicidas tem em
comum a possibilidade de sofrer reacdes de hidroxilacdo aromdtica em sua estrutura
quimica durante o seu metabolismo em plantas, podendo ainda sofrer reacdes de

metabolismo secundario (TENBROOK e TJEERDEMA, 2006). No entanto, seria
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necessario analisar estes metabdlitos, tanto em d4dgua quanto na planta, para
comprovarmos que esta hipétese se aplica também a alface, j4 que ndo sabemos se a
planta possui as isoformas de enzimas que sdo capazes de realizar este tipo de reacdo
para estes compostos.

Quanto ao herbicida propanil, observamos uma degradacdo total do mesmo que
ocorreu também no controle, porém, quando comparados cromatogramas de amostras
controle (s6 com o meio de cultivo) e as com alface, observamos nas de controle a
presenca de um pico entre os herbicidas bentazone e clomazone, que conforme trabalho
ainda ndo publicado do nosso grupo, pode indicar a presenca do metabdlito do propanil,
3,4-DCA, devido a sua ordem de eluicao em relac@o aos demais pesticidas (Figura 24).

Este mesmo pico nio € observado no cromatograma onde havia alface, (Figura
25), o que pode sugerir um mecanismo de degradagdo diferente, e que pode ser muito

promissor pela auséncia deste metabdlito altamente toxico.
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Figura 24. Cromatograma de amostra de agua com nutrientes fortificada com pesticidas sem o cultivo de alface.
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Figura 25. Cromatograma de amostra de dgua e nutrientes fortificada com pesticidas onde foi cultivada alface.
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No entanto, ndo pudemos verificar se trata-se realmente do 3,4-DCA devido a ndo
possuirmos um padrdo do mesmo.

Desta forma, com o método validado apresentado no manuscrito 1 e os resultados
alcancados no manuscrito 2, obtivemos resultados promissores que poderdo ser melhor
elucidados e aprimorados em trabalhos posteriores.

A seguir, na conclusdo desta dissertacdo, apresentaremos algumas perspectivas de

trabalhos futuros a partir do que foi desenvolvido e discutido até aqui.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método multirresidual para a
determina¢do de pesticidas recomendados e amplamente utilizados no cultivo de arroz
irrigado. Foi possivel validar o método para determinagdo de seis pesticidas em 4dgua
potavel e cinco em meio de cultivo hidroponico. O método mostrou-se eficiente e com
Otimas exatiddo e precisdo, além do baixo custo se comparado com outras técnicas
como LC-MS.

O método ainda apresenta boa versatilidade e possibilita a inclusdo de novos
pesticidas e/ou metabdlitos tornando esta metodologia ainda mais ttil para aplicacdes
no controle de qualidade de &4guas, assim como em estudos de biodegradacio e
fitorremediacao.

No estudo de fitorremediacio obtivemos resultados promissores para a
fitorremediacdo dos pesticidas avaliados com provavel fitoacumulagcdo do quincloraque
e tebuconazol e possivel degradacdo dos herbicidas 2,4-D e clomazone.

Por fim, acreditamos que os resultados obtidos abrem intimeras possibilidades de
aplicacdo da alface como fitorremediadora, assim como, perspectivas de trabalhos

futuros que podem aprimorar e ampliar os avangos obtidos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Algumas perspectivas futuras sdo:

a)

b)

Inclusdo de novos pesticidas e metabdlitos no método de determinagio
desenvolvido;

Avaliacdo do potencial de fitorremediagdo do cultivo hidroponico de alface
para outros pesticidas;

Desenvolvimento e validacdo de método que possibilite a quantificacdo dos
pesticidas avaliados e seus metabolitos na planta para verificar a acumulacao
e/ou degradacdo dos mesmos;

Desenvolvimento e validacio de método de extracdo que possibilite a
avaliacdo e estudos de fitorremediacdo de pesticidas em solo;

Avaliagdo do potencial de fitorremediacdo de outras plantas, inclusive plantas
nativas da regido para os herbicidas avaliados e novos pesticidas que possam

ser incluidos na metodologia desenvolvida.
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Tabela 9.2 - Herbicidas registrades e recomendados para o controle de plantas daninhas na cultura do arroz no RS e SC.
Dose de

Produto Formulago! e ; . Intervalo de
; ; ! registro do Epoca/modo Classe Classe
R D congmgr}mal fo';'_iegtri@%% p.C. de aplicagéio?  toxicoldgica® ambiental sa?;g;-;a
P g-L70uURE") (kg ou Lha) :
azimsulfuron Gulliver? WG 500 10-1249 Pos n i 15
bentazon Basagran 60010 SL 600 12-16 Pés n I 60
Nominee 400
bispyribac-sodium e SC400 100125 mL PGs I 1 118
clefoxydim Auraé EC 200 0,75-085 Pds | Il [L]
clomazone Gamit EC 500 08-14 Pré I Il NES
cyhalofop-butyl Clincher13 EC 180 1,0-175 Pés [ I 77
cyclosulfamuron Invest WG 700 alg Pos Il Il 1M1
24-D7 Aminol 806 SL 806 05-15 Pas [ In NE
DMA 806 BR SL 806 0,3 Pés [ n NE
Herbi D-480 SL 480 08-25 (Pré)/ Pas [ NA NE
U 46 D — Fluid
SL 720 0,3 Pés [ I NE
24-D :
Deferon EC 502 06-12 (Pré) Pas I NA NE
ethoxysulfuron Gladium WG 600 100- 133 g Pds [l i 50
fenoxaprop-p-ethyl Starice EC 69 08-10 Pds Il 1 80
Whip S EW 69 04-10 Pés I i L
glyphosate Glion SL 480 1,0-6,0 Pré (sem) \% I NE
Round
St SL 480 05-6,0 Pré (sem) \ 1l NE
Original

Anexo 1. Herbicidas recomendados para a cultura de arroz. Fonte: SOSBAI 2010



Tabela 9.2 - Herbicidas registrados e recomendados ... Continuagéo.
. Produto comercial Furmulagléﬂi ® Dotede Epoca/modo t}las;l; Classe intereslo ds
Ingrediente ativo (0.¢) cunn_:entran;fm (p.c.) _ de aplicagio? toxicologica ambientals  Scouranca
(g.L-" ou kg") (kg ou L.ha") 3 (dias)
imazapic + Only? SL26+ 75 10-15 Pré (rest”)/Pés 1] Il 60
imazethapyr (rest. )i
imazapyr+imazapic  KIfix® WG 525+175 0,140 Pds (rest*)'s I Il 60
metsulfuron-methyl ~ Ally® WG 600 330 Pds I I 30
axadiazon Ronstar 250 BR EC 250 30-40 Pré/Pés I I NE
oxyfluorfen Goal BR EC 240 1.0 Pre Il I 10
pendimethalin Herbadox EC 500 25-35 Pre Il I NE
penoxsulam Ricer3 SC 240 0,1-0,25 Pré/Pés I Il 98
propanil Grassaid EC 360 8,0-100 Pos I I 80
Herbipropanin EC 360 80-100 Pos | Il 80
Propanil Fersol EC 360 10,0 Pos Il I 80
360
Propanil Milénia EC 360 80-120 Pos I Il 80
Stam 360 EC 360 10,0 Pos I I 80
Stam 480 EC 480 75-100 Pos I I 80

Anexo 2. Pesticidas recomendados para a cultura de arroz, continuacio. Fonte: SOSBAI 2010.
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Tabela 9.2 - Herbicidas registrados e recomendados ... Continuagéo.
Produto Formulagdo' e Dose de : Intervalo de
Ingrediente ativo comercial concentragéo (p.c.) :::::2::; toxgoaliﬁcaﬁ anflla?::teal‘ seguranga
(p.c.) (gL' oukg"') (kg ou L/ha) (dias)
propanil + Grassmax EC 470 + 200 50-6,0 Pos v | 80
thiobencarb Satanil EC EC 200 + 400 60-80 Pos Il Il 80
propanil + triclopyr ~ StampirBR  EC 380 + 55,6 6.0-10,0 Pos v | 80
pyrazosulfuron-ethyl  Sirius 250 SC 250 60 - 80 mL Pés v Il 30
quinclorac Facet " WP 500 0,75 Pos Il Il 90
thiobencarb Saturn 500 EC 500 8.0-100 Pré Il l NE

'SC = suspensdo concentrada; SL = concentrado solUvel; EC = emulsdo concentrada; EW = emulsdo oleo em agua; WG = granulado
dispersivel; WP = po molhavel; *Pré = pre-emergéncia; Pos = pos-emergéncia; Pré (sem) = pré-semeadura do arroz e pos-emergéncia das
plantas daninhas; Pré (rest.)/Pos (rest) = pré/pos-emergéncia restrita a cultivares de arroz tolerantes; °| = extremamente toxico; Il =
altamente toxico; Ill = medianamente toxico; [V = pouco toxico; ‘| = produto altamente perigoso; Il = produto muito perigoso; Il = produto
perigoso; IV = produto pouco perigoso; NA = ndo avaliado; *NE = ndo especificado, devido a modalidade de aplicagdo; *Doses de 400 a
600 mL/ha de Aura acrescido do adjuvante Dash (500 mL/100 L até 500 mL/ha) controlam capim-arroz; "Utilizar preferencialmente a
menor dose, devido ao risco de toxicidade ao arroz. Dose de 200 g e.a./ha de 2,4-D controla angiquinho; *Adicionar o adjuvante Dash (500
mL/100 L); controla arroz-vermelho no estadio de até quatro folhas; “Adicionar 6leo mineral emulsionavel na concentragdo de 100 mL/100
L; "Adicionar Assist na dose de 1 L/ha nas aplicagdes terrestres e 300 mL/ha nas aplicagdes aéreas; ' Adicionar Assist na dose de 1
L/ha; "?Acrescentar o espalhante-adesivo Iharaguen-S na concentragdo de 250 mL/100 L '* Adicionar Oleo vegetal na dose de 1 L/ha;
"“Restrito a utilizagdo em todas as cultivares CL; *Restrito a utilizagdo na cultivar Puita Inta CL, e nos hibridos Sator CL, Apsa CL, Avaxi
CL e Inov CL.

Anexo 3. Herbicidas recomendados para a cultura de arroz, continuacio. Fonte: SOSBAI 2010.
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Anexo 4. Mecanismos de aciao, grupos quimicos e nomes comerciais de
recomendados para arroz irrigado. Fonte: SOSBAI, 2010.

Tabela 9.5 - Mecanismos de agao, grupos guimicos e nomes comerciais de
recomendados para arroz irmigado.

Mecanismos de agio

Grupos quimicos

Herbicidas

a) Auxinas sintéticas

- Acidos
fenoxicarboxilicos

- Acidos
quinolinocarboxilicos

- 2,4-D (varias marcas)
- Facet

b) Inibidores da ACCase

Ariloxifenoxipropionatos
- Ciclohexanodionas

-Starice, Clincher
- Aura

c) Inibidores do
fotossistema ||

- Amidas
- Benzotiadiazinonas

- Propanil (varias marcas)
- Basagran

d) Inibidores da ALS

- Imidazolinonas

- Sulfoniluréias

- Pirimidilbenzoatos
-Triazolopirimidina
sulfonanilidas

- Only, Kifix

- Ally, Gladium, Gulliver, Sirius
- Nominee

- Ricer

e) Inibidores da EPSPS

- Derivados da glicina

- Glyphosate (varias marcas)

- - Difeniléteres - Goal
f) Inibidores de PROTOX | Ondiiniing - Roasiar
gl In|btd?res da sintese de | LR T e _ Gamit
carotendides
h} Inibidores do
crescimento da parte - Tiocarbamatos - Satumn
aerea
i} Inibidores da divisdo
celular (formacio de - Dinitroanilinas - Herbadox

microtibulos)




Anexo 5. Fungicidas recomendados para a cultura de arroz irrigado. Fonte: SOSBAI, 2010.

Tabela 11.1 - Fungicidas recomendados para a cultura do arroz irrigado.

NOME NOME GRUPO MODO DE FORMULACOES DOSE DOENCAS
COMERCIAL TECNICO QuiMIcO ACAO CONCENTRAGOES P.C./ha CONTROLADAS
(g de i.a./kg ou I)* (kg ou I)** (conforme registro)***
Eminent Tetraconazol Triazol Sistémico SC 03-05 Esc, ME, BR, M, Rhs
Priori Azoxistrobina Estrobilurina Sistémico SC 0,4 MP, BR
Bim 750 BR Triciclazol Benzotiazois Sistémico PM 750 0,20 - 0,30 BR
X Trifloxistrobina + Estrobilurina + Mesostémico/
Nativo Tebuconazol Triazol Sistémico 8¢ On =040 i bse
Dithiobin 780 Mancozebe + Ditiocarbamato Sistémico / ¢
PM Tiofanato metilico | + Benzimidazol Contato FM640+140 2,0-25 BR; MP
Kresoxim-metil + Estrobilurina + Mesostémico/
o Epoxiconazole Triazol Sistémico SC 0.75 MP

As recomendacdes constantes desta Tabela estdo de acorde com as solicitagGes das Empresas registrantes dos produtos. Indicagéo e
Classe/marca comercial. *Formula¢des — PM = pé molhavel;, SC = suspensé@o concentrada. **PC = produto comercial, ***Recomenda¢des
constantes no registro — BR = brusone (Pyricularia grisea, Magnaporthe grisea — forma perfeita), MP = mancha parda (Bipolares oryzae,
Drechslera oryzae = Helminthosporium oryzae), ME = mancha estreita (Cercospora janseana = C. oryzae, Sphaerulina oryzina — forma
perfeita); Esc (Gerlachia oryzae = Rhynchosporium oryzae = Microdochium oryzae, Monographella albescens — forma perfeita) e Rhs
(Rhizoctonia solani, Thanatephorus cucumeris - forma perfeita)
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11. APENDICES
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Figura 22. Plantas de Alface na primeira semana da aplicacao dos pesticidas.

Figura 23. Necrose de folhas apés a segunda semana da aplicacio dos pesticidas.



