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RESUMO

O Brasil € o maior consumidor de agrotéxicos do mundo e varios estudos
mostraram danos a saude e ao meio ambiente devido a exposicdo e a toxicidade
desses agroquimicos. A cultura de cana-de-acgucar apresenta 0 maior consumo de
herbicidas, ficando as margens de grandes bacias hidrogréficas. Neste trabalho, foi
investigada a ocorréncia de herbicidas nas aguas superficiais de trés areas de
captacao diferentes: Rio Tracunhaém, Trés Bocas e Rio Capibaribe Mirim, todos
localizados no municipio de Goiana, Pernambuco, em uma regido que se destaca pela
intensa atividade agroindustrial, pelo seu bioma marinho costeiro e por éareas
destinadas a carcinicultura. Estes rios abastecem o consumo doméstico, industrial e
agricola de cerca de 26 municipios da Zona da Mata Norte de Pernambuco, que
apresentam uma populacédo de 465.549 habitantes. Foram investigados 7 herbicidas
(Glifosato e o seu metabdlito (Acido Aminometilfosfénico) AMPA, Paraquate,
Ametrina, Atrazina, Diurom e Tebutiurom) nas aguas coletadas em areas da Resex
Acau-Goiana, utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa triploquadrupolo (UPLC-MS/MS), operando com
eletronebulizacdo em modo positivo e negativo de ionizacdo e analisador de massa
triploquadrupolo operando em monitoramento de reac¢Bes multiplas. O limite de
deteccéo foi de 10 pug L e o limite de quantificacéo foi de 25 pg L2, as amostras foram
analisadas por injecdo direta de 5 yL sem prévio tratamento. O estudo foi realizado
nos meses de marcgo a agosto de 2019 com coletas de 1 L de amostras de agua com
profundidade de 30 cm no leito dos rios. Os resultados obtidos evidenciaram a
presenca de Ametrina variando de 10 a 60 pg L (margco-maio/2019), Tebutiurom
variando de 10 a 40 pg L (margo-maio/2019), Diurom variando de 10 a 140 g L*
(margo-abril/2019) e o nivel de Atrazina foi de 150 pg L (abril/2019). Os resultados
indicam a necessidade de realizar o monitoramento da contaminacdo de aguas
superficiais, uma vez que as praticas agricolas atuais tem um impacto sem
precedentes na qualidade da 4gua e consequentemente nos ecossistemas e na saude

humana.

Palavras Chaves: Agrotoxicos. Contaminacdo ambiental. Agua superficial. Cana-de-
acucar. UPLC-MS/MS.



ABSTRACT

Brazil is the world’s largest consumer of pesticides and numerous studies have
reported damage to both human health and the environment due to exposure and the
toxicity of these agrochemicals. Sugarcane crops present the highest herbicide
consumption, leaving the margins of large watersheds. In this study, we have
investigated the occurrence of herbicides in the surface waters of three different
catchment areas, the rivers: Tracunhaém, Trés Bocas and Capibaribe Mirim, all
located in Goiana, Pernambuco, in a region outstanding for its intense agroindustrial
activity, coastal marine biome and areas of shrimp farming. These rivers supply the
domestic, industrial and agricultural consumption of around 26 municipalities of the
North region of the Zona da Mata in the state of Pernambuco, which has a population
of 465,549. Seven herbicides were investigated (Glyphosate and its metabolite
(Aminomethylphosphonic Acid) AMPA, Paraquat, Ametryn, Atrazine, Diuron and
Tebuthiuron) in the waters of the Goiana River using the ultra-efficient liquid
chromatography technique coupled with triploquadrupole mass spectrometry (UPLC-
MS/MS), operating with electronebulization in positive and negative ionization mode
and triploquadrupole mass analyzer operating in multiple reaction monitoring. The
detection limit was 10 pug L* and the quantification limit was 25 ug L, the samples
were analyzed with direct injection of 5 pL without previous treatment. The study was
carried out from March to August 2019 with collections of 1 L of water samples with
depth of 30 cm in the riverbed. The results obtained evidenced the presence of
Ametryn ranging from 10 to 60 ug L* (March-May / 2019), Tebuthiuron ranging from
10 to 40 pg Lt (March-May / 2019), Diuron ranging from 10 at 140 ug L** (March-April
/ 2019) and the Atrazine level was 150 pg L (April / 2019). The study was conducted
from March to August 2019 and detected the presence of residues from the herbicides
Ametryn, Atrazine, Diuron and Tebuthiuron during March, April and May, in
concentrations ranging from 10 to 150 pg L. The results indicate the need to monitor
surface water contamination, as current agricultural practices have an unprecedented

impact on water quality and consequently on ecosystems and human health.

Key words: Pesticides. Environmental contamination. Surface water. Sugarcane.
UPLC-MS/MS
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior consumidor de agrotoxicos do mundo. Isso ocorre devido a
extensa area de plantio no pais e ao aumento na producéao de alimentos. Para manter
tal producéo, este setor utiliza demasiadamente insumos quimicos como fertilizantes
e agrotoxicos (PIGNATI et al., 2017).

No entanto, o uso de agrotéxicos € um dos principais problemas ambientais
brasileiros, pelo seu forte impacto, que é cada vez mais entendido como uma questao
essencial, ndo apenas para politicas governamentais na area do meio ambiente, como
também na area de saude publica (ASSIS et al., 2006).

Os herbicidas pertencem a classe dos agrotoxicos mais consumidos
mundialmente, sendo o glifosato o principal deles. Em 2017, cerca de 173 mil
toneladas de produtos com glifosato foram comercializados no Brasil (ANVISA, 2019).

De acordo com Pignati et al. (2017), existe a utilizacdo do glifosato na cultura
da cana-de-acucar. Sendo que esta atividade corresponde a 38% de &rea plantada
no estado de Pernambuco, consolidando-se como uma cultura com alta aplicagéo de
herbicidas, aumentando a contamina¢ao das aguas superficiais e subterraneas.

Os herbicidas podem ser dispersos no meio ambiente devido ao escoamento
superficial causado pela acdo da chuva, uma vez que, inibem a fotossintese nos
ecossistemas marinhos, acarretando diversos efeitos ecotoxicologicos (MASTERS et
al., 2013).

Outra importante fonte de poluicdo é a retirada da mata ciliar e o0 manejo
impréprio do solo, intensificando o transporte de agrotéxicos do solo para 0s corpos
aguaticos. Dessa forma, faz-se necessario estudos sobre o comportamento desses
herbicidas no meio ambiente, das alteracdes que causam nos ecossistemas, além dos
agravos a saude publica (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).

O municipio de Goiana sedia industrias de grande porte como hemoderivados,
automotiva, polo vidreiro, cimenteiro, carcinicultura e é uma regido que predomia a
cultura de cana-de-agucar (ARAUJO; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2016). Além disso,
faz parte da Reserva Extrativista (Resex) Acau-Goiana, area sob protecdo do 6rgéao
ambiental Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio/IBAMA)
(MMA, CPRH, 2018).
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Os recursos hidricos encontram-se em um cenario de impactos negativos
decorrentes da usina sucroalcooleira, que domina a regidao, e também pelas industriais
em seu entorno (ARAUJO; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2016).

Dentre as técnicas empregadas para realizar o monitoramento, destaca-se a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, por
apresentar alta seletividade e detectabilidade, garantindo a confiabilidade dos
resultados analiticos.

Considerando a importancia da Resex Acau-Goiana para a populacao local e
para o meio ambiente, faz-se necessario o monitoramento de herbicidas nas aguas
dos rios, gerando dados confiaveis para que os 6rgdos competentes possam avaliar
0S riscos ao meio ambiente e a saude humana. Dessa forma, este estudo teve como
objetivo investigar a ocorréncia de herbicidas em aguas superficiais do Rio Goiana,

provenientes do cultivo da cana-de-agucar na Resex.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de herbicidas em aguas superficiais de trés areas de
captacao diferentes: Rio Tracunhaém, Trés Bocas e Rio Capibaribe Mirim na Resex
Acau-Goiana, provenientes do cultivo da cana-de-agucar, utlizando técnicas

analiticas de alta precisao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar um método analitico para determinacdo dos herbicidas:
Glifosato e o seu metabolito (Acido Aminometilfosfénico) AMPA, Paraquate, Ametrina,
Atrazina, Diurom e Tebutiurom em agua;

Identificar os niveis de herbicidas em agua proveniente de trés areas de
captacgdo diferentes: Rio Tracunhaém, Trés Bocas e Rio Capibaribe Mirim;

Realizar avaliacdo mensal da agua do sistema Acau-Goiana, quanto a
presenca de herbicidas;

Avaliar a necessidade de monitoramento da contaminacdo de &guas

superficiais.
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3 JUSTIFICATIVA

Os recursos hidricos do Nordeste brasileiro vém sofrendo inidmeros impactos,
sendo os residuos industriais e 0s agrotoxicos os principais fatores que contribuem
para a contaminacdo do meio ambiente.

Os impactos ambientais referente aos contaminantes, tais como lixos,
efluentes agricolas, uso intensivo do solo, desmatamento, vém afetando de forma
negativa o uso e a qualidade da agua para o consumo humanao.

A contaminacdo por agrotoxicos em agua ocorre de forma que esses
compostos quimicos, em época de chuva, penetram no solo e alcancam os lencéis
fredticos e leitos de rios e, consequentemente, afetam a vida animal e o meio
ambiente.

Sendo assim, o Brasil necessita de monitoramento de agrotoxicos nas aguas
dos rios, demandando de estudos, avaliagbes e andlises tornando possivel o
monitoramento e a fiscalizacdo da qualidade das aguas por 6rgdo competentes e

avaliando o impacto que isso pode causar ao meio ambiente.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 AGROTOXICOS

Na agricultura, os defensivos agricolas, também conhecidos como
agroquimicos, agrotoxicos, pesticidas, praguicidas ou produtos fitossanitarios, sao
substancias quimicas ou biologicas que estdo entre os produtos usados na lavouras.
Eles existem para proteger as lavouras do ataque e da proliferacdo de fungos,
bactérias, parasitas, plantas daninhas e insetos considerados pragas ou causadoras
de doencas, garantindo o alimento saudavel a mesa da populacdo e tornando a
producao agricola cada vez mais dependente (SINDIVEG, 2017).

A Lei 7802 de 11 de julho de 1989, conhecida como Lei de Agrotoxicos e o
decreto que a regulamenta (BRASIL, 2002) define que essas substancias séo:

Os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos

considerados nocivos.

O aumento do uso de agrotoxicos no Brasil teve inicio em 1950 com a
“Revolucao Verde” que tinha como interesse aumentar a producédo agricola dos paises
menos desenvolvidos utilizando tecnologias para o melhoramento genético, 0 uso
extensivo de produtos quimicos e a automacao na agricultura por meio de maquinario
(MOREIRA et al., 2002).

O Brasil consome cerca de 20 % de todo agrotdoxico comercializado
mundialmente (PEALEZ et al., 2015). E podemos destacar que este consumo tem
aumentado de forma significativa nos ultimos anos. A soja, ocupa o primeiro lugar
como destino do total das vendas de agrotéxicos no pais com 52,2 %, a cana-de-
acucar ocupa o segundo lugar com 11,7 % e em terceiro lugar, o milho com 10,6 %
no total (SINDIVEG, 2017).

Os estados brasileiros que apresentam maior consumo de agrotoxicos estao

em regides com elevada intensidade de monoculturas. Nesse cenario, o Mato Grosso,
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o Parana e o Rio Grande do Sul destacam-se como sendo 0s principais consumidores
de agrotoxicos do pais. No ano de 2015, os trés cultivos que mais consumiram
agrotoxicos foram a soja, o milho e a cana-de-acucar, representando 76 % de toda a
area plantada do Brasil. (PIGNATI et al., 2017).

E alarmante o crescimento acelerado de substancias quimicas no campo.
Foram registrados em 2019 cerca de 474 defensivos agricolas, acima dos 422 de
2018, sendo o maior desde 2010. O crescimento foi de 356 % entre 2010 e 2019 como
mostra a figura 1. Destes, 448 defensivos agricolas registrados (94,5 %) séao
substancias quimicas que ja estavam presentes em outros produtos existentes no
mercado (MAPA, 2019).

Figura 1 — Numero de agrotoxicos liberados entre 2010 e 2019
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Fonte: Greenpeace com informagdes do Diério Oficial da Unido (MAPA, 2019).
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O crescimento da populagdo mundial, industrial e a alta demanda por
alimentos, assim como o aumento na utilizacdo dos defensivos agricolas e da
pecuaria, tém sido fatores determinantes para contribuir com a aplicacdo de
agrotoxicos durante o cultivo, transporte e armazenamento de produtos agricolas e
vém causando danos ao meio ambiente, principalmente aos recursos hidricos. O
principal fator para a contaminacdo por agrotoxicos, se da pela utilizacdo incorreta
dos agrotoxicos ou uso indevido em culturas para quais ndo sao permitidos. Assim
como as atividades antrépicas em uma bacia hidrografica, que vém promovendo
contaminacdo e alteracdo na qualidade e quantidade nos recursos hidricos
disponiveis, causando o empobrecimento dos ecossistemas (BUCCI, 2015; LAWAL
et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude - WHO (2017), a influéncia do uso
da terra na qualidade da agua esté relacionada com o desenvolvimento da agricultura
no pais, estimulando o aumento da area cultivada e da produtividade. Algumas
praticas de cultivo do solo agricola podem causar contaminacao difusa nos recursos
hidricos, sobretudo por fertilizantes, corretivos e agrotoxicos (FOSTER et al., 2002).

Um dado preocupante € que no Brasil 504 agrotdxicos tém registro autorizado,
ou seja, de uso permitido, sendo que 149 séo proibidos na Unido Européia. Portanto,
30 % de todos os agrotéxicos utilizados no Brasil sdo proibidos na Unido Européia.
Ressalta-se ainda, que dentre os dez agrotoxicos mais vendidos no Brasil, dois sdo
proibidos na Unido Européia (AGROFIT, 2017; ANVISA, 2017; GONCALVES, 2016).

Nesse sentido, podemos observar que a Legislacao Brasileira tem principios
bem diferentes quando comparada com a Legislacdo da Unido Européia, que leva em
consideracdo ao registro e a revalidacdo dos agrotoxicos, além dos efeitos
carcinogénicos e mutagénicos que essas substancias podem causar a saude humana
(BOMBARDI, 2017).

Dessa forma, agéncias reguladoras do Governo Federal vém discutindo a
importancia do aumento da produtividade na agricultura, como também em
desenvolver praticas de responsabilidade ambiental, visando preservar de forma
sustentavel areas da agricultura, aquicultura e florestas plantadas, bem como a
reducdo do uso de agroquimicos para nao afetar a biodiversidade (FAO, 2018).

No Brasil existem dois importantes programas de andlise de residuos de
agrotoxicos em alimentos. Um deles € o Programa de Andlise de Residuos de

Agrotoxicos (PARA) feito pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
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criado em 2001. O outro é realizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) desde 2006: o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Vegetal (PNCRC/Vegetal). Tanto o PARA
guanto o PNCRC aferem o cumprimento das boas praticas de aplicacao de defensivos
agricolas no campo (SINDIVEG, 2017).

A metodologia adotada pelos dois programas segue o Codex Alimentarius,
gue € programa conjunto da Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para estabelecer
normas internacionais na area de alimentos, incluindo padrbes, diretrizes e guias
sobre Boas Praticas e de Avaliacao de Seguranca e Eficacia (SINDIVEG, 2017).

Os programas visam adequar 0s processos produtivos para a obtencao de
produtos de origem vegetal de qualidade e com niveis de residuos de agrotéxicos e
contaminantes em conformidade com o0 que estabelece a legislacdo sanitéria,
mediante a aplicacdo de Boas Praticas Agricolas (BPA), contribuindo com o uso de
recursos naturais e a substituicdo de insumos poluentes, garantindo com isso a
sustentabilidade e rastreabilidade da producéo agricola. Seus principais objetivos séo
proteger a saude dos consumidores e garantir praticas legais de comércio entre os
paises (MAPA, 2017).

Nesse sentido, é fundamental desenvolver uma agricultura sustentavel,
contribuindo com agdes no sentido de reduzir o uso de agrotoxicos e fertilizantes
guimicos, além de implementar acbes que promovam a prevencdo e possam

minimizar os agravos a saude e os danos ambientais.

4.2 HERBICIDAS

Os herbicidas sdo produtos fitossanitarios utilizados para prevenir o
aparecimento, reduzir ou eliminar as plantas daninhas, sejam essas aquaticas ou
terrestres (SANTOS et al., 2013).

As plantas daninhas surgiram com a agricultura através de um processo em
evolucao e ao longo dos anos adquiriram alteragdes nas caracteristicas bioldgicas,
principalmente com alta capacidade competitiva por agua, luz e nutrientes (GALLI e
MONTEZUMA, 2005).

O controle das plantas daninhas torna-se importante em funcao dos prejuizos

gue causam e conforme a demanda crescente de alimentos, fibras e energia por parte
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da populacdo (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Em relacdo aos métodos de
controle, o uso de herbicidas apresenta inimeras vantagens devido ao seu modo de
acao (SANTOS et al., 2013).

Os herbicidas representam 60% do total de agrotoxicos comercializados, os
fungicidas e inseticidas correspondem cada um a 15 % e as demais classes de

agrotoxicos a 10 %, conforme apresentado na figura 2 (SINDIVEG, 2017).

Figura 2 — Tipos de agrotoxicos empregados em 2017 (ton)
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Fonte: Sindiveg, 2017.

O principal agrotéxico comercializado no Brasil é o herbicida Glifosato, devido
a grande expansao dos cultivos de sementes transgénicas, sendo 96,5 % da producéao
de soja, 88,4 % da producao de milho e 78,4 % da producéo de algoddo. Sua venda
supera a soma dos demais ingredientes ativos (IBAMA, 2016).

Os agrotdxicos podem contaminar os alimentos, a 4gua e o solo e por isso,
devem ser constantemente pesquisados nessas matrizes. Para o presente trabalho
foram realizadas determinacdes em aguas superficiais na RESEX Acau-Goiana dos
herbicidas Glifosato e do seu metabdlito AMPA, Ametrina, Atrazina, Diurom,

Tebutiurom e Paraquate.
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42.1 Glifosato e seu metabdlito AMPA

O glifosato € um dos herbicidas mais utilizados na agricultura e isso se deve
a sua elevada eficiéncia no controle de plantas invasoras. Pertencente ao grupo
guimico das glicinas e possui atividade limitada no solo. Devido a sua adsor¢ao rapida
e quase completa, ele é classificado como nao seletivo, sistémico, pos-emergente,
altamente polar e de amplo espectro, sendo seu metabdlito o acido
aminometilfosfonico (AMPA) (POIGER et al., 2016).

O glifosato foi descoberto e patenteado em 1971 pela Monsanto Chemical Co.
e foi langcado no mercado com o nome comercial de Roundup® (AMARANTE JUNIOR
et al., 2002).

Embora seja amplamente utilizado na agricultura, o glifosato também pode
ser utilizado no controle de plantas daninhas aquaticas emergentes e aguas
superficiais ou margens de corpos d"agua (SOLOMON & THOMPSON, 2003).

O modo de emprego dos herbicidas na agricultura deve seguir as normas da
ANVISA (2017), onde definem-se critérios como modo de aplicagdo, os limites
méaximos de residuos (LMR) e intervalos de seguranca para cada cultura, podendo
esse intervalo chegar a 30 dias para algumas culturas. A importancia de uma correta
aplicacdo para o desenvolvimento e producdo dessas culturas se da por esse
herbicida ter acdo ndo-seletiva, com uma elevada eficiéncia. Quando aplicado
incorretamente, pode ocasionar fitotoxicidade ou morte das plantas de interesse
econdmico (GALLI e MONTEZUMA, 2005).

As principais aplicacdes desse herbicida sdo em pds-emergéncia das plantas
infestantes nas culturas de algodao, ameixa, arroz, banana, cacau, café, cana-de-
acucar, citros, coco, feijdo, fumo, maca, mamao, milho, nectarina, pastagem, péra,
péssego, seringueira, soja, trigo e uva. Emprega-se também como dessecante nas
culturas de aveia preta, azevém e soja (MATOS, 2014).

A modalidade de aplicacdo aérea € uma das tecnologias indicadas por ser um
meio eficiente e seguro para os trabalhadores na agricultura e para o meio ambiente,
desde que os protocolos e as recomendacdes técnicas sejam cumpridas. As culturas
gue normalmente demandam aplicacdo aérea de defensivos sdo: algoddo (36 %),
arroz (33 %), soja (27 %) e cana-de-acucar (25 %) (SINDAG, 2012).

Segundo, Pignati et al. (2017) foram pulverizados cerca de 1,05 bilhdes de

litros de herbicidas, inseticidas e fungicidas nas lavouras brasileiras, e essas
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aplicacbes tendem a se deslocar principalmente para as aguas superficiais,
subterraneas e também para a atmosfera.

A aplicacédo do glifosato no cultivo da cana-de-acucar, as margens dos rios
Capibaribe Mirim e Tracunhaém pode gerar riscos ao meio ambiente, contaminando
0 solo e as zonas aquiferas e principalmente a saude dos trabalhadores agricolas e
moradores do entorno (CARNEIRO, et al., 2015), sendo necessario esforcos na
avaliacao dos perigos que essa pratica representa.

As figuras 3 e 4 apresentam as estruturas do glifosato e seu metabdlito o 4cido
aminometilfosfonico (AMPA). Ambos séo substancias hidrofilicas altamente solaveis
em agua e insolavel em solventes organicos. O glifosato € estavel na presenca de luz,
mesmo quando submetido a temperaturas acima de 60 °C (AMARANTE JUNIOR et
al., 2002).

Figura 3 — Estrutura quimica do Glifosato

O OH

OH
\\Pz H\A
HO ™ " ®)
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Figura 4 — Estrutura quimica do AMPA
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O glifosato e os ingredientes surfactantes ativos, quando adicionados em sua
formulacao, apresentam uma maior toxicidade, causando irritagdes nos olhos, sistema
respiratorio e pele. O glifosato é considerado de baixa toxicidade aguda com LDso 4,23
mg.kg' de massa corpérea para ratos. (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

O AMPA apresenta também baixa toxicidade aguda, com LDso 8,3 mg.kg? de
massa corporea para ratos, e é pouco irritante para os olhos, contudo estudos indicam
que podem causar problemas toxicolégicos em mamiferos (TEOFILO et al., 2003).
Estes autores, citam em seu trabalho que a toxicidade do glifosato e do seu metabdlito
AMPA, que embora seja considerada relativamente baixa, pode causar mal formagéo
congénita em determinadas espécies de animais, se administrado em doses elevadas
e por um periodo prolongado.

Em seres humanos, estudos crénicos de alimentacdo ndo mostraram perda
de peso, efeitos ao sangue e pancreas ou, ainda, evidéncia de carcinogenicidade. No
entanto, estudos feitos em ratos demonstraram perda de peso, descarga nasal e
morte de matrizes gravidas, além de desordens digestivas (AMARANTE JUNIOR et
al., 2002).

Em plantas, o glifosato apresenta grande toxicidade, exceto em caules
suberizados (aparéncia de cortica, tipico da vegetacédo do cerrado). Os efeitos agudo
e cronico em seres humanos, sao: dermatite de contato e sindrome toxica apos a

ingestao de doses elevadas. Em mamiferos e passaros a toxicidade é relativamente
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baixa, no entanto, conduz a destruicdo de ambientes naturais e de fontes de alimento
de alguns passaros e anfibios, levando a reducdo das populacdes. Em ambientes
aguaticos, a toxicidade do glifosato é acentuada com o aumento da temperatura e do
pH (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Desses agrotoxicos, os herbicidas formulados a base de glifosato tém
ganhado expressao e importancia em virtude do crescimento das areas semeadas
com culturas geneticamente modificadas e também por se tratar de um herbicida

sistémico com amplo espectro de acdo (MORAES, 2010).
4.2.2 Paraguate

O paraquate é um herbicida do grupo bipiridilos e consiste em um sal soltvel
em agua que ao entrar em contato desseca todo o tecido verde, bastante utilizado na
agricultura, ndo é volatil, explosivo ou inflamavel em solucdo aquosa. (PERON et al.,
2003). Geralmente é comercializado como Gramaxone®. Os seus sais sao eletrélitos
fortes que, em solucao, dissociam-se em uma grande quantidade de ions positivos e
negativos (SERRA et al., 2003). A figura 5 representa a estrutura quimica do

paraquate.

Figura 5 — Estrutura quimica do Paraquate
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Sua nomenclatura quimica é 1,1-dimetil 4,4-bipiridilo-dicloreto e sua atividade
esta relacionada com a formacao de radicais superéxidos (Oz), cuja detoxificacdo pela
enzima superoxido dismutase, resulta na formacao de peréxido de hidrogénio (H202),
gue peroxida lipidios e danifica membranas dos cloroplastos e das células (VIDAL,
1997).

O local de acdo do paraquate é o cloroplasto, contendo os sistemas
fotossintéticos das plantas que absorvem a energia luminosa usada para produzir
acgucares. E conhecido por agir no sistema da membrana fotossintética, chamado
fotossistema |. Os elétrons livres do fotossistema | reagem com o ion do paraquate
resultando na forma de radical livre. Ocorre a formacédo de radicais superoxidos pela
reacao do herbicida com os elétrons livres desse sistema. Por ser altamente reativo o
superéxido ataca o acido graxo insaturado da membrana, esse processo se recicla
produzindo maiores quantidades de radicais superoxidos, até que ndo existam mais

radicais livres, como mostra a figura 6 (MARTINS, 2013).

Figura 6 - Modo de acdo do Paraquate
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Fonte: Adaptado de AG (2017).

E usado para controlar ervas daninhas antes e depois do plantio das culturas
de: algodao, arroz, café, cana-de-agucar, milho e soja (ANVSA, 2018).

O paraquate é um herbicida de contato ndo seletivo utilizado em mais de 120
paises, incluindo o Brasil e em regifes de desenvolvimento agricola, com plantacdes
elevadas, € a principal fonte de poluicdo dos recursos hidricos e do solo
(SRINIVASAN, 2004; SOROLLA et al., 2012).



29

Em um estudo em laboratério foi determinada a vida média do paraquate, que
€ de aproximadamente 16 meses; ja em estudo de campo foi determinado que a vida
média € de 13 anos. A degradacdo pode ocorrer pela luz ultravioleta, luz solar e
microorganismos da terra, gerando produtos menos toxicos da mesma familia
guimica, podendo essa degradacdo ao longo dos anos ser lenta. Os seus residuos
sao facilmente eliminados da agua por adsorcéo (EISLER, 2000; HAMADI, 2004).

Sua classificacdo toxicoldgica € de tipo | (Altamente Toxico) e seu potencial
de periculosidade ambiental é do tipo Il (Muito Perigoso) (ANVISA, 2017). Seu tempo
de vida média é de 100 dias. E altamente solGvel em &gua, sendo, portanto, um
potencial poluente das aguas subterraneas (KOPYTKO et. al. 2002).

A aplicacdo do paraquate € realizada na pdés-emergéncia das plantas
infestantes nas culturas de algodéo, arroz, banana, batata, café, cana-de-acUcar,
citros, couve, feijdo, macd, milho, soja, trigo e seu uso é proibido nas culturas de
abacate, abacaxi, aspargo, beterraba, cacau, coco, couve, pera, pé€ssego, seringueira,
sorgo e uva (ANVISA, 2017).

Estudo revelou que, quando residuos de paraguate entram em contato com o
solo, seu ingrediente ativo é rapidamente absorvido e se liga fortemente a terra e a
matéria organica do solo se tornando biologicamente inerte, e ndo podendo ser
absorvido pelas raizes de plantas ou outros organismos. O paraquate ndo pode ser
liberado do solo e nem reativado pela aplicagcdo de agua ou de outros agroquimicos
(MARTINS, 2013).

As plantas daninhas precisam ser controladas em vez de eliminadas,
permitindo, assim, que a vegetacdo se restabeleca, protegendo o solo e
proporcionando habitats para fomentar a biodiversidade. Como o paraquate ndo é
sistémico, ao entrar em contato com o solo ele é desativado, protegendo as raizes e
os pontos de crescimento (MARTINS, 2013).

O paraquate apresenta alta toxicidade, contribuindo para a morte dos
neurénios por meio da inducdo do estresse oxidativo, podendo causar intoxicacdes
por ingestéao, inalacdo ou contato dérmico, sendo a mais frequente a intoxicagao oral,
gue é fatal em humanos e animais (SOUZA; MACHADO, 2003). A exposi¢cao
sistematica de roedores ao herbicida em estudo reproduz segundo Manning-Bog et
al., (2002) caracteristicas patoldgicas da doenca de Parkinson. Como consequéncia
a neurodegeneracdo gera disfuncbes motoras como tremores de repouso e

instabilidade postural.
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O paraguate € um agente neurotoxico muito empregado, com acao
contribuinte ao Mal de Parkinson e, a exposicdo experimental ao agrotoxico,
demonstra ser capaz de induzir a perda significativa de neurdnios dopaminérgicos do
Sistema Nervoso Central (SAUR et al., 2009).

No ser humano, ocorre o acumulo de radicais livres, especialmente nos
pulmdes, causando lesdes e, eventualmente, fibrose pulmonar irreversivel e
ferimentos de 6rgéos vitais. A morte ocorre dentro de poucos dias e é geralmente uma
consequéncia da falha mdultipla dos érgaos, quando uma quantidade letal desse
herbicida é ingerida (TSAO et al., 2016).

No passado, o paraquate foi usado em muitos paises da Unido Europeia (UE)
como um herbicida ndo-seletivo de acao rapida. A autorizacdo de uso no ambito da
UE, aprovada em 2003 foi anulada em 2007 pelo Tribunal Europeu de Primeira
Instancia, na sequéncia de um processo judicial iniciado pelas autoridades suecas
(UE, 2003; 2007). No Brasil, este ingrediente ativo serd proibido a partir de 22 de
setembro de 2020, em decorréncia de reavaliacdo toxicolégica realizada pela
ANVISA, conforme RDC n° 177, de 21 de setembro de 2017.

4.2.3 Ametrina

A ametrina é classificado pela ANVISA como classe Il de toxicidade, na qual
se enquadram compostos moderadamente toxicos. E um herbicida seletivo
recomendado para o controle de plantas infestantes de folhas estreitas e largas. E do
grupo quimico das triazinas e € aplicado em pré e pds-emergéncia para as culturas
de cana-de-acucar, abacaxi, algoddo, banana, café, citrus, mandioca, milho e uva

(ANVISA, 2018). A figura 7 representa a estrutura quimica da ametrina.
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Figura 7 — Estrutura quimica da Ametrina
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Fonte: Chemspyder (2017).

E aplicado na forma de pulverizag&o, com auxilio de pulverizadores terrestres
(costais, tratorizados). No solo, é aplicado e absorvido via raiz pelas plantulas apés a
germinacao e se transloca até as folhas, onde atua inibindo a fotossintese e outros
processos enzimaticos que se manifesta até a morte da planta. Na cana-de-acgucar €
recomendado a aplicacdo logo apds o plantio e apds o corte. Sua toxicidade aguda
pode causar diarréia e sonoléncia (MAPA, 2019).

Seu uso na agricultura de cana-de-acuUcar, somado as suas propriedades
fisico-quimicas como o tempo de meia vida, o coeficiente de adsorcao e o potencial
de lixiviacao, torna a ametrina um herbicida vulneravel a contaminacgéo do solo, das
aguas superficiais e subterrdneas (PESTICIDEINFO, 2008).

Segundo estudo realizado por Jacomini et al. (2010), as amostras coletadas
por meio de drenagem superficial pela chuva, em trés rios das areas mais importantes
da agricultura de cana-de-acucar no estado de Sao Paulo no periodo de seca, ndo se
tornou um fator limitante para encontrar residuos de ametrina em agua.

A avaliacdo do potencial de contaminagdo de aguas superficiais por meio do
transporte do herbicida ametrina associado ao sendimento, revelou uma tendéncia de
provavel lixiviacdo (ISMAEL; ROCHA, 2019).
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4.2.4 Atrazina

A atrazina é classificada pela ANVISA como classe Il de toxicidade e pertence
ao grupo quimico das triazinas (ANVISA, 2019). A figura 8 representa a estrutura

guimica da atrazina.

Figura 8 — Estrutura quimica da Atrazina
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Fonte: Chemspyder (2017).

A atrazina € um dos agrotoxicos mais utilizados no Brasil, ocupa o sétimo lugar
na lista dos mais vendidos, foi proibido na Unido Européia em 2004. No Brasil, é
aplicado em pré e pos-emergéncia principalmente para o cultivo da cana-de-acucar,
seguido das culturas de abacaxi, milho, milheto, pinus, seringueira, sisal e sorgo
(ANVISA, 2019). Os estados que mais utilizam s&o o Mato Grosso do Sul, seguido por
Sé&o Paulo e Mato Grosso (BOMBARDI, 2017).

Segundo estudo realizado por Solomon et al. (2008), a atrazina nao
apresentou potencial carcinogénico ao ser humano, mas apresentou um impacto
relevante a reproducéo e desenvolvimento humano. Em relacdo ao meio ambiente
néo afetou o crescimento, o desenvolvimento sexual e a reproducado de anfibios, mas
em plantas e moluscos apresentaram efeitos toxicos (PATUSSI E BUNDCHEN, 2013;
DOS SANTOS E MARTINEZ, 2014).

Segundo Carmo et al. (2013), a atrazina pode possuir toxicidade crénica

sobretudo nos sistemas hormonal e reprodutor. A exposicdo a esse herbicida pode
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causar irritacdo na pele, falta de ar, espasmos musculares, além de problemas
genéticos (USEPA, 2018).

Segundo Dias et al. (2018), a atrazina apresenta elevada probabilidade de
contaminar aguas subterrédneas, por ser fracamente adsorvida no solo, sendo
facilmente lixiviada pelo escoamento superficial, atingindo os corpos d"agua. E um
herbicida pouco toxico, com baixo fator de bioacumulacdo em peixes e com risco
ambiental moderado, o que justifica a preocupacado quanto a sua toxicidade cronica e
bioacumulagdo (CARMO, 2013). Dessa forma, € importante realizar avaliagdes do
risco de contaminacdo da agua destinada ao consumo humano, devido a vasta
utilizacao da atrazina.

A ocorréncia da atrazina em aguas superficiais e subterraneas no Brasil, sdo
maiores nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Devido a sua comercializacdo no
Nordeste foi observada sua ocorréncia em aguas subterrdneas acima dos valores
maximos permitidos (VMP) (BARRETO, 2006; DIAS, 2018).

Segundo o estudo realizado por Santos (2013), a atrazina apresenta valores
abaixo do VMP para as analises em aguas superficiais. Em aguas subterraneas
podemos encontrar valores acima do VMP. Esses dados corroboram a estimativa do
elevado potencial de contaminacdo de aguas subterrdneas com atrazina. O estudo
evidencia que as A&guas superficiais e subterrdneas sdo passiveis de serem
contaminadas (DIAS, 2018).

A atrazina atua na inibicdo da fotossintese, em particular no fotossistema Il
(FSII), bloqueando o transporte de elétrons. O herbicida é absorvido pelas plantas por
meio das raizes (apds a germinacédo), depois é transportado via xilema até as folhas,
onde provoca a inibicdo da fotossintese, com sintomas que se manifestam por clorose
(esmaecimento do verde em 6érgaos clorofilados, decorrente da falta de clorofila) e
necrose (FERREIRA, 2007).

425 Diurom

O diurom ¢é classificado pela ANVISA como classe Il de toxicidade. E um
herbicida seletivo, do grupo quimico uréia e é aplicado em pré e pés-emergéncia para
as culturas de cana-de-agUcar, abacaxi, alfafa, algodao, banana, cacau, café, citrus,
eucalipto, seringueira, soja e uva (ANVISA, 2019). A figura 9 representa a estrutura

guimica do diurom.
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Figura 9 — Estrutura quimica do Diurom
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Fonte: Chemspyder (2017).

O diurom é um herbicida que apresenta amplo espectro de a¢do na forma de
jato dirigido. Ele possui persisténcia média no ambiente e é muito adsorvido pelos
coloides organicos e minerais do solo. Quando aplicado em pré-emergéncia,
sobretudo em solos de textura arenosa pode provocar a ma formacdo das raizes
primarias e secundarias (CULLINGTON; WALKER, 1999; PENAHERRERA-COLINA
et al., 2005).

A persisténcia de um composto no ambiente é normalmente medida pela
meia-vida, definida como o tempo necessario para que ocorra a dissipacao de 50 %
da quantidade inicial do herbicida aplicado (SILVA et al., 2007). O tempo de meia-vida
na agua para o diurom € alto, justificando com isso o tempo de permanéncia e o
provavel risco de contaminacéao dos lencois freaticos subterraneos, também apresenta
tendéncia para lixiviacdo e uma maior capacidade de mobilidade quando disperso em
agua (BRITTO, 2012).

A avaliacao do potencial de contaminacdo de 4guas superficiais por meio do
transporte do herbicida diurom associado ao sendimento, revelou uma tendéncia de
provavel lixiviacdo (ISMAEL; ROCHA, 2019).

E preocupante encontrar residuos de diurom, devido ao seu efeito cronico (ao
longo do tempo) da contaminagdo, mesmo sob baixas concentra¢cdes (sub-letais),
podendo originar alteragdes imperceptiveis em longo prazo, com a diminuicdo do

potencial biolégico, uma vez que a exposicdo a esse herbicida pode diminuir o
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processo reprodutivo e promover o aparecimento de doengas de espécies tanto
animais quanto vegetais (CALHEIROS et al., 2006).

4.2.6 Tebutiurom

O tebutiurom é classificado pela ANVISA como classe Il de toxicidade, na qual
se enquadram compostos pouco téxicos, seletivo e sistémico. E do grupo quimico
uréia e € recomendado para o controle de plantas daninhas aplicado em pré-
emergéncia na cultura da cana-de-acUcar (ANVISA, 2012). Seus efeitos agudos e
crénicos em animais de laboratério, mostrou-se levemente irritante aos olhos e nao

causou irritacdo na pele. A figura 10 representa a estrutura quimica do tebutiurom.

Figura 10 — Estrutura quimica do Tebutiurom
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Fonte: Chemspyder (2017).

O herbicida tebutiurom permanece na superficie do solo, aguardando a
ocorréncia de chuvas para comecar a atuar no controle das plantas daninhas. Uma
Unica aplicacdo € suficiente para manter a cana-de-acucar limpa de plantas
infestantes até a proxima colheita. E um produto perigoso e altamente mével ao meio
ambiente, apresentando alto potencial de deslocamento no solo, podendo atingir
aguas subterraneas. E altamente persistente no meio ambiente e é téxico para algas
(MAPA, 2019).

Segundo Franconere (2010), na producao de cana-de-acucar em 2009, cerca
de 46 % da producéo foi tratada com o herbicida tebutiurom que atua na inibicdo do

fotossistema Il (PSII).



36

A avaliagdo do potencial de contaminacdo de 4guas superficiais, por meio do
transporte do herbicida tebutiurom associado ao sendimento, revelou uma tendéncia
maior a lixiviacdo (ISMAEL; ROCHA, 2019).

4.3 CARACTERIZACAO DA RESEX ACAU-GOIANA

A bacia hidrografica do Rio Goiana abastece 26 municipios da Zona da Mata
Norte de Pernambuco e localiza-se na divisa dos estados Pernambuco e Paraiba, nos
municipios de Pitimbu (PB), Caapord (PB) e Goiana (PE), além de fazer parte da
Reserva Extrativista (Resex) Acau-Goiana, area sob protecdo do Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio/IBAMA) (MMA, CPRH, 2018).

A é&rea da Resex Acau-Goiana € caracterizada como um bioma marinho
costeiro, envolvendo a érea estuarina dos rios Goiana e Megad, excetuando uma area
em seu interior destinada a carcinicultura (cultivo de crustaceos), e margeando a
costa, compondo os apicuns e 0 mangue destes rios até aproximidade da cidade de
Goiana (MMA, CPRH, 2018).

O rio Tracunhaém e o rio Capibaribe Mirim formam o rio Goiana e nascem,
respectivamente, nos municipios de Bom Jardim e Sdo Vicente Férrer (CPRH, 2016),
enguanto a area denominada Trés Bocas refere-se ao trecho do rio onde ocorre 0
encontro das aguas superficiais do Rio Tracunhaém e do canal de Goiana.

O rio Goiana e o rio Megad, formam juntos um estuario misto com mais quatro
mil e quinhentos (4.500) hectares (incluindo canal principal, planicie alagada e floresta
de mangue). A area é classificada como Planicie Costeira segundo o0s tipos
geomorfoldgicos de estuarios (PRITCHARD, 1967). Estes rios abastecem com suas
aguas o consumo doméstico, industrial e agricola da Regido da Zona da Mata Norte
pernambucana (SANTOS et al, 2013; BEZERRA et al; 2013).

As principais atividades econdmicas da Reserva Extrativista Acau-Goiana
estdo relacionadas a pesca e coleta de recursos estuarinos e marinhos. Seus recursos
naturais renovaveis sao tradicionalmente utilizados pela populagcéo extrativista das
comunidades de Carne de Vaca, Povoacao de Séo Lourenco, Tejucupapo, Baldo do
rio, Goiana, Acau e demais comunidades incidentes na area de sua abrangéncia.
Estas comunidades sao caracterizadas por uma populagcdo residente de

aproximadamente mil e quinhentas (1500) familias das quais cerca de 85 % dos
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individuos desenvolvem atividades
(ICMBIio/PNUD, 2012).

O perfil econbmico da regido em que se encontra a Resex Acau-Goiana tem

pesqueiras como principal ocupacéo

se transformado nas ultimas décadas. A regido, que nos ultimos 400 anos era
caracterizada pelo intenso cultivo de cana-de—acUcar, se encontra em um momento
de transicdo para a constituicdo de um polo industrial. Atualmente, no entorno da
Resex, cerca de quatrocentos e cinquenta (450) hectares sdo ocupados por fabricas,
incluindo montadoras automotivas, poélo cimenteiro e farmoquimico (Tabela 1)
(MESQUITA, 2015). Estes empreendimentos, tanto privados quanto governamentais,
sao potenciais agressores do meio ambiente, implicando na necessidade de controle
e monitoramento de impactos ambientais resultantes de suas atividades, somados

aqueles relativos as atividades agropecudrias e urbanas ali presentes.

Tabela 1. Empreendimentos e suas atividades na regido da Resex Acau-Goiana

Empreendiemento Atividade Empreendedor
Empresa Brasileira de Hemoderivados Famacoquimica HEMOBRAS/Governo
e Bioderivados (HEMOBRAS) Federal

CNPJ 07.607.851/0002-27

CVBP/Iniciativa
privada

Fabrica da Companhia Brasileira de
Vidros Planos (VIVIX)
CNPJ 10.858.291/0002-98

Fabricacdo e elaboracdo de
produtos minerais ndo metalicos

Ampliacédo da PB 044 Infraestrutura Governo da Paraiba
Distrito Industrial Caapora Infraestrutura Governo da Paraiba
CNPJ 12.616.864/0001-11

CAPOMAR Caapora Maricultra LTDA Maricultura Iniciativa Privada

CNPJ 02729642/0001-51

LAFARGE S/A
CNPJ 10.917.819/0013-05

Agroindustria Tabu (Destilaria Tabu)
CNPJ 09.053.646/0001-01

CAIG (Companhia Agro-Industrial de
Goiana) Usina Santa Tereza
CNPJ 10.319.853/0001-44

Fabricacdo e elaboracdo de
produtos minerais ndo metalicos

Fabricacdo de combustiveis ndo
derivados de petroleo, producéo
de A&lcool etilico, metanol e
similares; atividade agricola
(cultivo cana de acgucar)

Atividade agricola

Iniciativa privada

Iniciativa privada

Iniciativa privada



Brennand Cimentos Paraiba S.A. CNPJ
14.026.216/0001-30

Votorantim Cimentos N/NE S.A.
CNPJ 10.656.452/0045-09

Klabin Fabrica de Papel e Celulose
CNPJ 89.637.490/0144-48

Gasoduto Transpetro

Pélo automotivo FIAT & JEEP Ltda
CNPJ 16.701.716/0036-86

Oxinor (Oxidos do Nordeste)
CNPJ 11.346.301/0001-98
BRAMEX (Brasil Mercantil
Atlantis Aquacultura

CNPJ 70.216.429/0003-68

S.A)

BRASBIO Quimica*

INBESA RISHON*

Multisaide Farmacéutica e Nutricional*
Normix*

White Martins*

Farma Logistica*

Hair Fly*

Vitaderm*

Fabricacdo de produtos minerais

Fabricacédo de produtos minerais

Industria de papel e derivados

Transporte de gas natural

IndUstria automotora

Industria quimica

Carcinocultura

Inddstria Farmacoquimica
Cosméticos em geral
Desconhecido

Inddstria Farmacoquimica
Fabricacédo de gases industriais
Farmacoquimica

Cosméticos em geral

Biocosméticos

Iniciativa privada

Iniciativa privada

Iniciativa privada

Governo Federal

Iniciativa privada

Iniciativa privada

Iniciativa privada

Iniciativa privada
Iniciativa privada
Iniciativa privada
Iniciativa privada
Iniciativa privada
Iniciativa privada
Iniciativa privada

Iniciativa privada
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* Nao implantada
Fonte: ICMBIo.

Os impactos causados pelas atuais atividades econémicas nesta regido tém

se refletido na reducdo do estoque pesqueiro da area, comprometendo a atividade de

subsisténcia da populacédo local, a qual depende diretamente dos recursos naturais

deste ecossistema. Tais impactos, como relatam os moradores, estdo relacionados

principalmente com o lancamento de dejetos proveniente da industria de cana-de-

acucar, lixo urbano e dos viveiros de camardo, localizados dentro de area de

preservacao permanente da Resex (ICMBio/PNUD, 2012).
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A regido da Resex apresenta duas estacOes climéaticas bem estabelecidas:
Inverno (chuvoso) e verdo (seco). Os meses com maiores indices pluviométricos
sobre a bacia do rio Goiana s&o: marco, abril, maio, junho, julho e agosto, e que a
diferenca do escoamento superficial pode ser justificada devido a disponibilidade de
agua do segundo semestre em relacdo ao primeiro (SANTOS; GALVINCIO; MOURA,
2013).

4.4 CONTAMINACAO POR AGROTOXICOS EM AGUA

A qualidade da 4gua vém se destacando no ambito mundial e se tornando
preocupante devido ao uso crescente para fins de abastecimento e uso agricola.
Nesse sentido, a principal forma de verificar as alteragdes na qualidade da agua é o
monitoramento continuo dos corpos hidricos, incluindo andlise nas mudancas
climaticas como o volume de chuvas e inunda¢des, como também, secas severas e
prolongadas (RAMOS; OLIVEIRA; ARAUJO, 2019; WHO, 2017).

No caso da presenca em aguas, existem registros mundiais da contaminagao
por agrotéxicos utilizados na agricultura tanto em aguas superficiais quanto
subterrédneas. Os principais meios de dissipacdo na agua sao por interagcdes com
sedimentos e degradacdo microbiolégica, sendo essa de maior velocidade na
degradacéo, decompondo-se o glifosato em AMPA e em algumas vezes em dioxido
de carbono (GIESY et al., 2000).

Devido a grande solubilidade do glifosato e seus sais na agua, considera-se
que esses compostos tenham uma elevada mobilidade em meio aquoso, por meio da
forte e rapida interacdo com sedimentos, especialmente em aguas pouco profundas e
turbulentas, ou aquelas que levam grandes cargas de particulas, removendo o
glifosato da solucdo do solo (SOLOMON & THOMPSON, 2003).

A persisténcia do glifosato em agua € mais curta do que em solo, pois 0
glifosato é muito solavel em agua, dispersando-se rapidamente sem se acumular em
altas concentrac6es no perfil hidrico (MORAES, 2010).

Para monitorar a presenca de glifosato e do seu metabdlito AMPA em aguas
dos canais de irrigacdo, um estudo foi realizado por Mattos et al. (2002), onde
verificaram que em até 120 dias ap0s a aplicagdo, havia a presenca do herbicida,
concluindo que determinado nivel de seguranca so sera alcancado 120 dias apos a

aplicagéo da formulacéo de glifosato.
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Em estudo realizado nos Estados Unidos, foram coletadas amostras de solo,
agua de superficie, subterraneas e agua da chuva durante seis anos 2001-2006, para
investigar a ocorréncia, destino e transporte do herbicida glifosato, AMPA e
glufosinato. O AMPA foi detectado com mais frequéncia, ocorrendo de forma similar
ou em maior concentracdo que o glifosato no ambiente, sendo que ambos podem
persistir no solo, de um ano para outro. O Glifosato e o seu metabolito AMPA foram
encontrados com maior frequéncia em aguas de superficie do que em aguas
subterrdneas (SCRIBNER et al., 2007).

Segundo Poiger et al. (2016), realizaram um estudo sobre a ocorréncia e o
comportamento do glifosato e do seu metabolito AMPA em aguas superficiais, aguas
subterraneas e estacdes de tratamento de aguas residuais, na regido de Zurique na
Suica. As analises mostraram a ocorréncia onipresente desses herbicidas, sendo que

poucas detec¢Bes foram observadas em agua subterranea.

4.5 CULTIVO DA CANA-DE-ACUCAR

Com relacdo a época de aplicacdo, pode-se afirmar que os herbicidas
normalmente sdo usados em pré-emergéncia ou pos-emergéncia e sdo eficazes
contra as plantas daninha.

O manejo de pré-emergéncia consiste na aplicacdo de herbicida de acéo
residual, logo apds a semeadura. E importante que o solo preparado esteja com a
superficie livre de restos de cultura e de plantas daninhas e com umidade, de forma a
favorecer a solubilizacdo do herbicida. O efeito pré-emergente no sistema de plantio
direto pode nao ser eficiente, dependendo do herbicida usado, pois os residuos de
palha e de culturas impedem, muitas vezes, que 0 mesmo atinja uniformemente o solo
(FERRI; VIDAL, 2003).

O manejo de pdés-emergéncia € uma modalidade de aplicacdo de herbicidas
gue consiste no uso de herbicidas seletivos ou ndo seletivos a cultura, por isso &
recomendavel que a pulverizacéo seja realizada quando a cana-de-acucar estiver com
pelo menos 40 cm de altura e que seja tomada as devidas providéncias de protecao
durante a aplicacdo (FERRI; VIDAL, 2003).

Os herbicidas possuem diferentes mecanismos de acao, podendo citar: a
atrazina, a ametrina, o diurom e o tebutiurom como inibidores da fotossintese no

fotossistema Il, o paraquate como inibidor da fotossintese no fotossistema I, o glifosato
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e 0 seu metabolito AMPA inibem a sintese dos aminoacidos. Conforme descrito na
tabela 2 (FILHO; CHRISTOFFOLETI, 2004).

Tabela 2. Herbicidas utilizados para uso na cultura de cana-de-acucar

Herbicida Nome comercial Grupo guimico Epoca de aplicagéo
Glifosato Roundup Glicina Pés-emergéncia
AMPA Roundup Glicina Po6s-emergéncia
Paraquate Gramoxone Bipiridilio P6s-emergéncia
Atrazina Gesaprim Triazina P6s e Pré-emergéncia
Ametrina Gesapax Triazina Pés e Pré-emergéncia
Diurom Karmex Uréia Pés e Pré-emergéncia
Tebutiurom Combine Uréia Pré-emergéncia

Fonte: Autor, 2019.

4.6 RISCOS A SAUDE HUMANA

A exposicao a agrotoxicos esta associada a diversos riscos a saude humana,
podendo ser efeitos agudos ou croénicos. Os efeitos agudos da exposicdo a
agrotoxicos incluem fadiga, dores de cabeca, nausea, vbmito, tremores, visdo
prejudicada, problemas circulatérios, entre outros, podendo até resultar em coma e
morte (ALAVANJA et al., 2004). Quando um ou mais sintomas sdo detectados ap0s
um breve periodo de exposicdo, o0 diagnodstico pode esta relacionado ao
envenenamento agudo a agrotoxicos. Como esses sintomas também sao atribuidos
a outras doencas, € necessario um diagnostico mais especifico através de exames de
sangue e urina (LAUMANN, 2012).

Os efeitos crénicos ocorrem por um periodo prolongado, quando as pessoas
estdo expostas a um ambiente ocupacional ou mesmo a ambientes com baixos niveis
e de forma continua. Os efeitos geralmente sdo a carcinogénese, mutagénese, danos
pré e pés-natal, danos no sistema reprodutivo e outros efeitos relacionados a algum
agrotoxico especifico (BLAIR et. Al., 2015). Eles costumam causar efeitos tardios, uma
vez gque os sintomas geralmente séo identificados tardiamente ou sé sdo aparentes

apos um longo periodo de tempo. Os trabalhadores agricolas estao especialmente em
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risco, devido a exposi¢cdo ambiental, mas a populacdo em geral, também é afetada,
resultante de alimentos contaminados (LAUMANN, 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que ocorre pelo menos 3
milhdes de casos de intoxicagBes por agrotdxicos a cada ano e cerca de 220.000
mortes, principalmente em paises em desenvolvimento, como a Malasia (KUMAR et
al., 2012).

No Brasil, o levantamento foi feito com base em registros de 2007 a 2017 no
sistema de Informacao de Agravos de Notificacao (Sinan) do Ministério da Saude. Os
dados revelaram cerca de 40 mil casos de intoxicagdo aguda por agrotoxicos, com
1.900 mortes. O estado brasileiro com a maior quantidade de exposicbes e
intoxicacdes por agrotdxicos € o Parana, com 4.648 registros. I1sso se deve por ser um
estado considerado o segundo com maior area plantada do pais e com a maior
guantidade de estabelecimentos que utilizam agrotoxicos, segundo dados do Censo
Agro 2017, do IBGE.

4.7 VALORES MAXIMOS PERMITIDOS DE AGROTOXICOS EM AGUA

A Lei 9.433, de 8 de janeiro de 1997, instituiu a Politica Nacional de Recursos
Hidricos e criou o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos,
baseada nos fundamentos de que a agua é um bem de dominio publico, € um recurso
natural limitado dotado de valor econdmico, cujo uso prioritario, em situacfes de
escassez, deve ser o consumo humano e dessedenta¢céo de animais, e a gestédo dos
recursos hidricos visa proporcionar o uso multiplo das aguas (BRASIL,1997).

As aguas superficiais doces, salobras e salinas sao classificadas, de acordo
com a resolucdo CONAMA n° 357 de 17 de marco de 2005, segundo a qualidade
requerida para usos distintos, e sdo divididas em treze classes de qualidade.

No Brasil, os VMP de agrotoxicos em agua sdo definidos por padrées de
potabilidade (Brasil, 1990) e de qualidade ambiental para um numero restrito de
agrotoxicos, sendo alguns desses com uso proibido na década de 1980 (RIBEIRO et
al., 2008).

Os procedimentos e as responsabilidades relativas ao controle e a vigilancia
da agua, juntamente com a descricdo da quantidade de ingredientes ativos, s&o
estabelecidos pela Portaria MS n° 2914 de 12/12/2011, revogando a Portaria MS n°
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518/2004, cuja vigéncia encerrou-se em dezembro de 2011, estabelecia 22
agrotoxicos como prioritarios no monitoramento da agua para consumo humano. Uma
das modificacdes, foi a retirada de substancias quimicas que faziam parte do padrao
de potabilidade e definiu os VMP de cada substancia na dgua com base em uma
avaliacdo quantitativa de risco quimico.

Na tabela 3, estdo os VMP estabelecidos para 0s agrotoxicos no

monitoramento da agua para consumo humano.

Tabela 3. Padréao de potabilidade para agrotéxicos, segundo a Portaria MS
n° 2914 de 12/12/2011 e Unido Europeia (2019).

Agrotéxicos Valores Maximos Permitidos (ug.L™)
Portaria MS n° 2914 UE (2019)
Ametrina N&o estabelecido N&o estabelecido
Atrazina 2 0,1
Diurom 90 0,1
Glifosato + AMPA 500 0,1
Tebutiurom N&o estabelecido N&o estabelecido
Paraquate N&ao estabelecido N&ao estabelecido

Fonte: Autor, 2019.

Devido as propriedades dos herbicidas, bem como a intensa utilizacéo, é de
grande importancia a implementacdo de programas de monitoramento e
estabelecimento de métodos analiticos validados, aplicaveis a esses compostos
presentes no meio ambiente, sejam em baixos, moderados ou elevados niveis de

concentracdo e as matrizes ambientais complexas.

4.8 TECNICAS ANALITICAS

Existe varias técnicas disponiveis para analises de agrotoxicos em agua e
alimentos. Sua escolha depende das condi¢des disponiveis para uso e otimizagéo e
principalmente das propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos a serem analisados.

As técnicas abordadas serdo de separacdo por cromatografia liquida e a
espectrometria de massas com as suas principais combinagdes de componentes para

identificacdo. Essas técnicas, quando usadas simultaneamente, podem trazer
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beneficios para ambas as areas, tanto na separacdo quanto na identificacéo, atraves
de métodos cada vez mais sensiveis, devido a existéncia de amostras cada vez mais
complexas, atendendo a critérios de exigéncia para a identificacdo de compostos nas

areas ambiental, forense, alimentos e outros (LANCAS, 2010).

4.8.1 Cromatografia em fase liquida

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE, ou HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) passou a ser um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos. Essa técnica tem crescido rapidamente
nas Ultimas décadas e podemos verificar um avanco dos materiais de recheio, com
particulas cada vez menores responsaveis pela alta eficiéncia, sendo necessario o
uso de bombas capazes de aguentar altas pressdes, proporcionando uma vazao
continua com alta reprodutibilidade, e como consequéncia um menor tempo de eluicdo
dos analitos, melhor resolucéo e maior sensibilidade (LANCAS, 2013).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é bastante utilizada na pesquisa de
residuos em diferentes matrizes, pois se aplica para compostos ndo volateis e
termicamente instaveis. E uma técnica muito utilizada para a separacdo de matrizes
complexas, por ser considerada sensivel, seletiva e identificar de maneira segura
baixas concentracdes para diferentes analitos (SILVA et al., 2010).

E uma técnica na qual os componentes de uma mistura sdo separados com
base nas diferencas de velocidade nas quais sdo transportados através de uma fase
estacionéaria (coluna cromatografica) e por uma fase madvel liquida (cromatografia
liquida). Um detector é posicionado ao final da coluna cromatografica para registrar o
sinal do analito, eluido da coluna para andlise qualitativa e quantitativa deste
composto (SKOOG, 2002).

Com o surgimento de agrotéxicos polares, que tém como caracteristicas uma
menor toxicidade e persisténcia, comparados com os compostos apolares, demandou
a adequacdo de métodos analiticos existentes, como a cromatografia com interacéo
hidrofilica (HILIC, do inglés Hydrofilic Interaction Liquid Chromatography), que vem
ganhando atenc&o crescente por sua separacdo efetiva de compostos altamente
polares. Essa fase emprega como eluentes solventes organicos, tais como acetonitrila
e metanol em alta quantidade e também um eluente contendo agua. A ordem de

eluicdo € praticamente inversa aquela da cromatografia em fase reversa. De uma
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forma simples, podemos dizer que a HILIC utiliza uma separacéo do tipo “fase normal”,
inclusive com uma fase estacionaria hidrofilica, porém com elementos de fase reversa,
especialmente a fase movel (SILVA; BOTTOLI; COLLINS, 2016; LANCAS, 2013).

As fases estacionarias denominadas de HILIC sdo empregadas em
cromatografia de interacao hidrofilica, que € uma modalidade de separacdo na qual é
empregada uma fase estacionéria polar e uma fase moével menos polar, sendo, desta
forma, muito indicada para analise de compostos polares e idnicos. Possui alta
detectabilidade nas analises com deteccdo por espectrometria de massas devido a
alta porcentagem de solvente orgéanico polar empregada nas fases moveis para HILIC
e separacdes mais rapidas, devido a menor viscosidade da fase mével (MALDANER,;
JARDIM, 2009).

4.8.2 Espectrometria de massas

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
tornou-se uma ferramenta bastante utilizada e eficiente. A técnica MS/MS, com
detectores acoplados, destaca-se por apresentar alta seletividade e detectabilidade.
Essa técnica garante que o ion precursor selecionado ird fragmentar nos ions
produtos, o que possibilita a analise de varios tipos de agrotoxicos simultaneamente
e a deteccéo e confirmacao desses compostos em baixas concentracdes (ANDRADE,
2013).

Quando se faz o acoplamento da cromatografia com a espectrometria de
massas obtém-se o chamado cromatograma de massas. Trata-se de um
cromatograma constituido de todos os ions produzidos pelo espectrémetro de massas
ou apenas pelos ions de interesse produzidos por este (AQUINO NETO et al., 2003).

E através de um campo elétrico ou magnético que ocorre a sele¢do de um ion
pela sua razdo massa/carga (m/z — mass to charge ratio), identificando o analito de
origem (REBELO, 2014). As moléculas em uma amostra sdo convertidas em ions em
fase gasosa que sdo subsequentemente separados no espectrometro de massas de
acordo com sua razdo massa (m) sobre a sua carga (z). A importancia deste método
analitico é a mudancga de moléculas neutras de um analito em ions (GASKELL, 1997).

Na fonte de ionizacdo de Electrospray (ESI) a ionizacdo das moléculas
envolve a geracao de ions através da formacéo de um spray da solucdo contendo o

analito em um campo elétrico (Cone de Taylor). O processo de ionizacdo no ESI
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acontece devido a aplicacdo de um potencial elétrico que age sobre a superficie da
goticula com superficies carregadas. A evaporacao do solvente, devido a acédo do gas
nebulizador, diminui o tamanho da goticula até que se tenha apenas os ions livres do
solvente, 0s quais passam para etapa seguinte de andlise que € o analisador de
massas, o funcionamento ocorre sob alto vacuo, nesta regido os ions formados séo
selecionados nos analisadores de acordo com sua m/z (Figura 11) (CROTTI et al.,
2006; GASKELL, 1997).

Figura 11 - Introducédo da amostra em uma fonte de ESI e formacédo do ion
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Fonte: Adaptado de GASKELL (1997).

Segundo Chiaradia, Collins e Jardim (2008), o analisador de massas
guadrupolo é constituido de 4 hastes. Os pares opostos das hastes estdo
eletricamente conectados e é aplicado entre eles uma voltagem com radiofrequéncia
(RF). Em um valor especifico de voltagem, ions de uma determinada razdo m/z

atravessam o quadrupolo descrevendo uma trajetéria estavel.
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O espectrometro de massas triplo quadrupolo é um analisador de massas
constituido por trés quadrupolos em série, sendo que o primeiro é usado para isolar o
ion de interesse e 0 segundo quadrupolo ndo é utilizado para separar ions de mesma
razdo m/z, mas sim como célula de colisdo no qual ocorre a fragmentacao dos ions
selecionados no primeiro quadrupolo, geralmente isso ocorre por dissociacao induzida
pela colisdo com um gas inerte (Collision induced dissociation — DIC), e também é
utilizado para direcionar os ions produzidos ao terceiro quadrupolo (CHIARADIA,
2008).

Na DIC, o ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo é acelerado por
um potencial elétrico para uma regido de alto vacuo no interior do segundo
guadrupolo, onde sofre repetidas colisbes com um gas inerte de elevada energia
(geralmente Ar, He ou N2 ), o que resulta a um aumento na energia potencial deste
ion até ocasionar sua fragmentacdo, conduzindo a formacdo dos ions produto.
Quando a DIC é realizada em energia baixa, as reacdes de fragmentacdo levam
geralmente a perda de fragmentos neutros (H20, MeOH, CO, CO2 etc.), dependendo
da natureza do ion precursor. Esta perda de fragmentos neutros € muito importante
na determinacé&o estrutural da molécula do analito, uma vez que fornece informacdes
acerca de grupos funcionais presentes na molécula. Quando a DIC é realizada sob
energia alta, as reacdes de fragmentacdo geram informacdes estruturais mais
significativas, uma vez que pode levar a quebra das moléculas em posicoes
caracteristicas. Porém, quando a energia é muito alta a fragmentacao ndo ocorre da
forma correta (CHIARADIA, 2008).

Além das informacdes estruturais, a DIC pode melhorar o método de
deteccao, principalmente quando usada para gerar um ion caracteristico de uma
molécula e assim realizar sua deteccdo a partir deste ion fragmento quando a
molécula do analito de interesse se encontra em presenca de outras moléculas de
mesma massa molar nominal, uma vez que reduz o ruido e aumenta a detectabilidade
(CHIARADIA, 2008).

Todos os quadrupolos sdo controlados para transmitir ions de uma Unica
razdo m/z ou de um intervalo de razdes m/z para gerar informacao analitica mais exata
(Figura 12).
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Figura 12 - Esquema do modo de varredura MRM
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Fonte: Adaptado de Waters Corporation (2014).

A vantagem do emprego da cromatografia acoplada a espectrometria de
massas é que por meio dessa técnica € possivel obter uma grande quantidade de
informacédo estrutural acerca do analito: tempo de retencéo e dados de abundancia
relativas entre diferentes transicdes, fato que assegura sua identificacdo com maior
exatiddo. Além disso, quando existem compostos que ndo podem ser totalmente
separados pela técnica cromatografica empregada, usando espectrometria de
massas MS/MS é possivel detecta-los individualmente se possuirem diferentes
massas molares ou gerarem diferentes espectros de massas (VEKEY, 2001;
CHIARADIA et al., 2008).

Esta técnica é amplamente empregada na detec¢do de compostos presentes
em baixas concentragdes em matrizes complexas, uma vez que possibilita um
aumento na sensibilidade de deteccdo e minimiza a interferéncia espectral de
compostos presentes na matriz, proporcionando maior simplificacdo no preparo da
amostra (CHIARADIA et al., 2008).

4.8.2.1 Determinagéo de compostos do estudo por UPLC-MS/MS

A identificacdo e quantificacdo de agrotoxicos em amostras de alimentos e
ambientais, exige a aplicacdo de técnicas analiticas modernas e confiaveis capazes
de quantificar muitos agrotéxicos simultaneamente, mesmo que estes estejam
presentes em baixas concentracdes em amostras complexas. Nos ultimos anos, o
método para a determinagdo a nivel de residuo de agrotoxicos teve um avanco

consideravel. No entanto, a capacidade de monitorar varios agrotoxicos em uma
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mesma corrida analitica ainda € um problema desafiador devido a grande diversidade
das amostras.

Recentemente, diversos estudos de meétodos multi-residuos por LC-MS/MS
com bons resultados foram publicados evidenciando a adequabilidade da técnica para
analise multi-residuos de agrotéxicos (SOUZA, 2015). Sendo importante adotar
mudancas necessarias, como novos meétodos tecnoldgicos para detectar residuos de
agrotoxicos e também legislacdes mais recentes para manter o nivel de residuos de
agrotoxicos encontrados abaixo do limite maximo recomendado ou mesmo em um
nivel desprezivel (LEONG et al., 2020).

A presenca de agrotoxicos em agua para consumo humano no Brasil é outro
tema pouco pesquisado e sobre o qual se dispde de escasso numero de fontes oficiais
de informacgdes acessiveis para consulta. Dessa forma, é importante implementar

programas de monitoramento dos corpos hidricos.

4.9 METODOS DE EXTRACAO

Geralmente, a determinacdo de agrotéxicos utiliza métodos analiticos que
envolvem a preparacdo da amostra (homogeneizacdo, extracdo e limpeza),
separacao, deteccao e analise de dados. As principais etapas para a determinacao
de residuos de agrotoxicos sao: a extracdo e a limpeza dos analitos de qualquer
substancia que cause efeito matriz (SAMSIDAR; SIDDIQUEE; SHAARANI, 2018).

Nos ultimo anos, os avangos feitos no desenvolvimento de métodos analiticos
usados na extracdo e quantificacdo de residuos de agrotdxicos tém sido acelerados.
As metodologias desenvolvidas dependem do tipo de agrotoxico e da presenca de
diferentes agrotoxicos em amostras de alimentos e ambientais. Independente do
método adotado, sempre é escolhido aquele método barato, rapido, eficaz, simples e
aplicavel a diferentes matrizes (SHARMA et al.; 2010).

Os métodos de extragcdo em amostras de agua mais utilizados empregam a
técnica de extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) com
resinas de troca ibnica, sendo possivel a realizacdo da andlise através de uma simples
filtracdo e evaporacgéo da amostra. (AMARANTE JUNIOR, 2002).

O método de extracdo liquido-liqguido (LLE) também conhecido como
particionamento, € o método de extracdo mais antigo e € frequentemente usado por

ser robusto e eficaz. Suas etapas compreendem a homogenizacdo das amostras
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utilizando dois liquidos imisciveis diferentes, geralmente 4gua e solvente organico,
além da centrifugacao, concentracédo e purificacdo. Sua desvantagem € por ser um
método demorado, que utiliza uma grande quantidade de solvente e tem tendéncia a
formar emulsdo (ZHANG et al., 2012; PENA-PEREIRA et al., 2009).

Diferentes solugdes de extracdo sado usados como o diclorometano/acetona
(Pose-Juan, Cancho-Grande, Rial-Otero, & Simal-Gandara, 2006), acetonitrila (Li &
Yuan, 2008), acetato de etila/ciclohexano (Sannino, Bolzoni, & Bandini, 2004) e
hexano (Cabras et al., 2001) para determinacéo de agrotéxicos.

Recentemente, Timofeeva et al., (2017) aplicaram o método LLE utilizando a
cromatografia liguida acoplada ao espectrobmetro de massas para determinar
malation, diazinon, imidacloprido e triadimefon em amostras de sumo de fruta. O
método desenvolvido apresentou uma boa sensibilidade e repetibilidade. Farajzadeh,
Feriduni e Mogaddam (2015), extrairam agrotdxicos em amostras aquosas (sucos de
frutas, agua de poco e agua do rio) usando o método LLE utilizando a cromatografia
gasosa com o detector de ionizacdo de chama (CG-FID). Desenvolveram também,
um método simples, rapido e econémico baseado no LLE e na microextragao liquido-
liquido dispersiva (DLLME) para determinag&o dos piretroides.

Segundo estudo realizado por Bedendo et al.,, (2012), foram detectados
simultaneamente 18 diferentes classes de agrotoxicos. O método proposto acoplado
a LC-MS/MS é uma técnica de extracdo simples, de baixo custo e que proporciona
limites de deteccdo a nivel de mg.L* em amostras de suco, apresentando boa
precisao e linearidade. O método LLE tem sido usado na ultima década como uma
técnica de rotina, porém seu uso € inadequado por ser uma técnica demorada e que
utiliza uma grande quantidade de solvente, sendo uma ameaca potencial ao ser
humano e ao meio ambiente.

O método de extragdo em fase soélida (SPE) recebeu ampla aceitacdo para
extracdo de poluentes incluindo agrotoxicos. A escolha do sorvente adequado € muito
importante e outro fator importante € a interacdo entre o sorvente e 0s proprios
analitos. Considerado um método de extracdo muito utilizado, alguns pesquisadores
tém citados em seus trabalhos.

O método de extracdo em fase sélida (SPE), foi desenvolvido para substituir
0 método de extracdo liquido-liquido (LLE), onde os extratos sdo passados em
cartucho descartavel para reter os analitos, em seguida serem adsorvidos nos

materias da fase solida, para serem removidos por solventes organicos. Sua extracao
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utiliza um volume menor de solvente, € um método mais rapido, simples e ndo forma
emulsdo. Sua desvantagem é por utilizar cartuchos descartaveis, podendo aumentar
0 custo do experimento e a presenca de interferentes na determinacao de agrotoxicos
polares (SABIK et al., 2000; CHEN et al., 2010).

Os métodos de extracdo SPE e LLE séo freqientemente usados para obter
uma melhor purificacdo nas andlises de residuos de agrotoxicos. O método de
extracdo SPE é mais rapido e eficiente para monitoramento de agrotoxicos em
diversas matrizes. Como vantagem temos o tempo de andlise reduzido, menor
guantidade de solvente e é bastante eficiente na eliminacao de interferentes da matriz.

A técnica atualmente utilizada para a extracdo de agrotoxicos em matriz de
origem vegetal € o método QUEChERS (do Inglés Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe). E uma técnica rapida, facil, barata, eficaz, robusta e segura. Este
método foi primeiramente descrito por Anastassiades, et al. (2003) e capaz de extrair
compostos ndo polares simultaneamente. E 0 método de preparo de amostra mais
amplamente utilizado na quimica analitica até hoje. O procedimento QUEChERS
envolve varias etapas: 1) Etapa de extracdo inicial com um solvente organico a
acetonitrila; 2) Etapa de particionamento com a adicdo de uma mistura salina
utilizando sulfato de magnésio (MgSO4) e cloreto de sddio (NaCl) e a 3) Etapa de
limpeza usando SPE dispersivo (d-SPE), onde é usado um adsorvente (PSA). Este
método ganhou uma atencao especial devido a sua adequacgéao para analise multi-
residuo em varias matrizes. E um método rapido, barato, com baixo consumo de
solvente, alta recuperacgéao e preciso (LAMBROPOULOU E ALBANIS, 2007).

O uso do método QUEChERS modificado também foi utilizado para evitar
degradacéo de alguns agrotoxicos, analisar agrotoxicos com alto teor de gordura e
aqueles que contém pigmentos de clorofila. E o passo de limpeza praticado por C18
e negro de fumo grafitado. Andrade et al. (2015) abordou a método QUEChERS
utilizando a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS).
Ao aplicar uma coluna com particulas menores (aproximadamente 1,8 um de
tamanho) sdo usados para a analise de residuos de agrotoxicos em tomate, com uma
corrida analitica de 13 min, determinando 57 agrotdéxicos em tomate e com limites de
deteccdo menor que 5 mg.kg™".

Embora a extragdo QUEChERS seja a mais usada atualmente, ela apresenta
limitacbes em andlises para substancias com elevada polaridade, como as

substancias do atual estudo. Os avancos da quimica analitica com a utilizacdo de
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equipamentos cada vez mais seletivos e sensiveis permitiram a miniaturizagdo e
automatizacao de procedimentos de analise (PRESTES et al., 2011).

Recentemente tivemos a divulgacdo do método QuPPe (do inglés, Quick
Method for the Analysis of numerous Highly Polar Pesticides in Foods of Plant Origin
via LC-MS/MS) usado para analise de residuos de substancias polares através de
uma etapa de extracdo com uma solucdo de acido férmico em metanol e posterior
analise por LC-MS/MS. O método prevé um mesmo procedimento de extracdo para
diversos analitos polares. Entretanto, a etapa de cromatografia é realizada
normalmente em modo HILIC e envolve o uso de diferentes eluentes e fase
estacionaria de acordo com propriedades das substancias quimicas
(ANASTASSIADES, et al., 2016).

Apesar da facilidade de extracdo, o fato do uso de multiplas colunas para
cromatografia dificulta o uso deste método como uma estratégia rapida para fins de
triagem (EDISON et al., 2010).

Okada et al. (2018), desenvolveram um método simples, rapido e econémico
de injecdo direta para determinacdo de herbicidas em amostras de agua ambiental.
Estudo realizado por Assalin et al. (2017), desenvolveram um método para
deteminacdo de 32 agrotoxicos baseado em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas UPLC-MS/MS, operado em modo positivo de ionizacao,
sem concentracao e/ou clean up para consumo humano, através de injecéo direta de

20 pL, com um tempo de andlise de 10,3 min.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 SUBSTANCIAS QUIMICAS E REAGENTES

Os herbicidas estudados foram Glifosato, Paraquate, Ametrina, Atrazina,
Diurom e Tebutiurom (Tabela 4). Foram adquiridos do fabricante Dr. Ehrenstorfer
GmbH (Augsburgo, Alemanha), exceto o AMPA que foi adquirido do fabricante Spex
(CertiPrep, EUA). Foram armazenados a 4°C. Os reagentes Acido Férmico,
Acetonitrila, Metanol, Formiato de aménio (JT. Baker, Phillipsburg, NJ, USA), Acido
Acético (Mallinckrodt, MNK, Reino Unido), todos com grau CLAE. A &gua ultrapura
utilizada foi purificada com sistema Elga® LabWater (Purelab Ultra, Reino Unido).

Tabela 4 - Caracteristicas quimicas dos padrdes das substancias quimicas de

referéncia do estudo

Substancia Quimica Formula molecular Massa monoisotdpica

Glifosato CsHsNOsP 169,014
AMPA CHeNO3P 111,008
Paraquate C12H14CIoN» 256,053
Ametrina CoH17NsS 227,120
Atrazina CgH14CINs 215,093
Diurom CoH10CI2N20O 232,017
Tebutiurom CoH16N4OS 228,104

Fonte: ChemSpider, 2017.

5.2 SOLUCOES PADRAO

As solucdes estoques das substancias quimicas de referéncia foram
preparadas a partir da solubilizagéo do padréo solido em metanol na concentragéo de
1,0 mg.mL! exceto o glifosato, que, foi preparado a uma concentragéo de 0,2 mg.mL"
1, A solucgéo estoque do AMPA diluida em agua deionizada com concentragédo de 1,0
mg.mL1. Todas as solucdes foram armazenadas em frascos plasticos devido suas

propriedades de adsor¢cdo em superficies de vidro.
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Uma solucdo de padréo misto foi preparada a partir dos padrdes de estoque.

Foi preparada uma curva de calibracdo em seis concentracdes.

A curva de calibracdo foi preparada em agua acidificada a 1 % de acido

acético. Para tanto, uma solucao diluida foi preparada a uma concentracdo de 10

ug'mLL. Diferentes volumes foram utilizados obtendo-se as concentracdes adequadas

para solucdes 10 vezes concentrada. Ao final aliquotas foram transferidas para inserts

de plastico e utilizadas como niveis de calibracédo (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5 — Solugdes de trabalho 10 x concentrada

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6
Concentracdo da
Solugéo diluida 5000 5000 5000 5000 5000 10000
(ng.mL™?)
Volume da solucédo
o 0,1 0,25 0,5 1,0 2,5 2,5
diluida (mL)
Diluente (dgua 1 %
o . " 4,9 4,75 4,5 4,0 2,5 2,5
Acido Acético)
Volume final da
L 5 5 5 5 5 5
diluicdo (mL)
Concentracdo final
100 250 500 1000 2500 5000

obtida (ng.mL™?)

Fonte: Autor, 2019.
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Tabela 6 — Curva de calibracdo para analise

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6

Concentracdo da

Solucéo diluida 100 250 500 1000 2500 5000
(ng.mL?)
Volume da solucado

, 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
diluida (mL)
Diluente (dgua 1 %

i 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
Acido Acético)
Volume final da

o 1 1 1 1 1 1
diluicdo (mL)
Concentracdo final

10 25 50 100 250 500

obtida (ng.mL™)

Fonte: Autor, 2019.

5.3 EQUIPAMENTOS

O Sistema de Cromatografia Liquida foi um Nexera X2 Ultra High Performance
Liquid Chromatograph (Shimadzu, Tokyo, Jap&o). O espectrometro de massa foi um
SCIEX 3200 QTRAP® (SCIEX Pte. Ltd., Ontario, Canadd).

5.4 OTIMIZACAO DO METODO DE ANALISE ESPECTROMETRICA

Para a otimizacdo do método, os valores sugeridos de parametros da fonte
para um fluxo de 10 puL.min! é de 10 na posicédo da sonda vertical e 5 na posicdo da
sonda horizontal. Acoplou-se a seringa em um peak plastico ao sistema de canais
para infuséo direta no sistema MS/MS e entdo posicionou-se a seringa em uma bomba
de infusdo (MANUAL SCIEX, 2013).

Iniciou-se a infusdo com uma solugdo padrdo de concentragédo 0,1 pug.mL?,
em metanol com 0,1 % de acido acético deixando o fluxo correr por 2 minutos, de

forma a preencher os canais com a solugéo e permitir a estabilizacdo do fluxo.
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Selecionou-se o modo Tune no software e procedeu com o modo de varredura em Q1
MS Scan. Em seguida, selecionou-se a polaridade, realizando os testes no modo
positivo e negativo (MANUAL SCIEX, 2013).

Realizou-se entdo o célculo da massa molecular exata de cada composto, de
forma a introduzir uma faixa de varredura de massas ao modo Q1 MS Scan em 10
ciclos. O valor inicial da Declustering Potential (DP) foi definido para 200 volts,
Entrance Potential (EP) foi de 10 volts, Collision Energy (CE) foi de 40 volts e Collision
Cell Exit Potential (CXP) foi de 16 volts (default) (MANUAL SCIEX, 2013).

Apés a obtencao do espectro de Q1, verificando a estabilidade e intensidade
do sinal, selecionou-se o modo Q1 Multiple lon. Realizou-se a rampa de DP e EP para
0s compostos, de forma a obter o valor 6timo para a entrada no filtro de massas Q1.
A seguir, mudou-se o0 modo para Product lon Scan e, digitando no campo Product Of
a massa do ion molecular precursor a ser fragmentado, foram obtidas as rampas de
CE e CXP e os dois principais fragmentos formados na célula de colisdo Q2 (MANUAL
SCIEX, 2013).

Com a otimizacéo de todos os parametros de voltagem, realizou-se Product
lon Scan dos compostos, para verificar se os fragmentos formados eram realmente
procedente do ion molecular conhecido. Selecionou-se o modo Precursor lon Scan, e
no campo Precursor of digitou-se a massa do fragmento. Apos a confirmacédo do
Product lon Scan, encerrou-se o procedimento analitico pela realizagdo do Multiple
Reaction Monitoring (MRM) (MANUAL SCIEX, 2013).

Apés a obtencdo do MRM, contendo os parametros de voltagem das lentes e
logo em seguida, da realizacdo da separacdo cromatografica, foi feita a analise por
injecdo de fluxo continuo Flow Injection Analysis — FIA, para a otimizacdo dos
parametros da fonte de ion e gases, o Curtain Gas (CUR), o lon Source Gas 1 (GAS
1), o lon Source Gas 2 (GAS 2) e a Temperature (TEM). Para esse procedimento foi
utilizado um autosampler e uma bomba LC (MANUAL SCIEX, 2013).

Os parametros da fonte de ionizacdo sugeridos pelo fabricante encontra-se
descritos na tabela 7 (MANUAL SCIEX, 2013).
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Tabela 7 — Parametros da fonte de lonizac&o sugeridos pelo fabricante

Parametro Valor sugerido
Curtain Gas (CUR) (L/h) 10a30
Collision Gas (CAD) High
lonSpray Voltage (IS) (V) -2000 a -4500
Temperature (TEM) (°C) 200 a 650
lon Source Gas 1 (GS1) (L/h) 30a55
lon Source Gas 2 (GS2) (L/h) 30a55

Fonte: Autor, 2019.

Todos os parametros listados foram otimizados a fim de obter espectros de
massas reprodutiveis e com sensibilidade satisfatéria ao uso pretendido para cada

uma das substancias quimicas estudadas.

55 METODO DE ANALISE CROMATOGRAFICA

Neste estudo, para a realizacdo da separacdo cromatografica foi utilizada as
colunas conforme descritas na tabela 8. As condigcbes de analise cromatografica
utilizadas para separacdo dos herbicidas estudados foram baseadas em métodos
descritos na literatura, porém ajustada para obter uma reducdo do tempo de analise
sem comprometimento da seletividade e sensibilidade do método (KOLBERG, 2012,
UE, 2019).
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Tabela 8 - Coluna cromatografica, caracteristica da cromatografia e substancia

guimica
Coluna cromatografica Modo de funcionamento Substancia
Thermo Scientific Hypercarb Carbono grafite poroso Glifosato + AMPA
(200 mm x 2.1 um, particula
de 5 um)
Acquity UPLC ® BEH Hilic HILIC Paraquate
(100 mm x 2.1 um, particula
de 1,7 pm)
Acquity UPLC ® BEH C18 C18 Ametrina, Atrazina, Diurom,
(200 mm x 2.1 um, particula Tebutiurom
de 1,7 um)

Fonte: Autor, 2019.

O método desenvolvido pela UE, 2019, para analise de glifosato, utilizou como
eluente A agua ultrapura acidificada com 1 % de acido acético e 5 % de Metanol grau
HPLC e como eluente B metanol acidificado com 1 % de acido acético. O gradiente
utilizado foi de 100 % do eluente A, diminuindo até 70 % de A e 30 % do eluente B por
10 min com o fluxo de 0,2 mL.min!. Este fluxo passou para 0,4 mL.min! por mais 8
min, chegando a 10 % do eluente A por 4 min. Em seguida, voltou para as condi¢des
iniciais por mais 8 min para atingir o equilibrio. O volume de injecédo foi de 5 pL.

Segundo estudo realizado por Kolberg et al. (2012) para analise de paraquate,
foi utilizado como eluente A o formiato de aménio com pH 3 acidificado com 1 % de
acido formico e como eluente B acetonitrila. Como gradiente, foi usado 20 % do
eluente A, aumentando linearmente para 80 % de A e 20 % do eluente B por 4 min.
Esta composicao foi mantida por mais 8 min, em seguida, voltou para as condi¢des
iniciais por mais 8 min para atingir o equilibrio. A temperatura da coluna foi de 40° e 0
volume de injecao foi de 5 pL.

Segundo Pasupulet, Tsai e Ponnusamy (2019), para analise de piretroides foi
utilizado como eluente A agua ultra pura acidificada com 0,1% de &cido férmico e
como eluente B acetonitrila acidificado com 0,1 % de &cido formico. Como gradiente,
foi usado 80 % do eluente A, diminuindo até 10 % de A em 8 min. Em seguida, foi
aumentando linearmente para a concentracéo inicial de 80 % em 12 min. O eluente B

usado inicialmente foi de 20 % e aumentou até 90 % aos 8 min, apds 12 min voltou a
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composicao inicial de 20 % para atingir o equilibrio. A temperatura da coluna foi de 40
°C e o volume de injecao foi de 3 uL

Definidas as condi¢cdes oOtimas para analise, estas foram utilizadas para
elaboracdo do método de andlise com o espectrdometro operando em modo de
aquisicao MRM, para tanto foi preciso identificar o tempo de retencéo das substancias
de interesse a partir das condicBes cromatogréficas estabelecidas, uma vez que o
tempo para monitoramento (do inglés, Dweel time) de cada transicéo é estabelecido

de acordo com o numero de transi¢cdes em um determinado intervalo de tempo.

5.6 EXTRACAO DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM AMOSTRAS DE AGUA

Com o objetivo de apresentar uma metodologia simples para a determinacao
de herbicidas nas amostras de agua, validou-se o método apenas com uma etapa de
filtracao.

O procedimento consistiu em transferir 10 mL de agua para tubo de centrifuga
de 50 mL. As amostras foram submetidas a centrifugacdo durante 5 min a 10000 rpm.
Em seguida, as amostras foram filtradas usando um filtro de seringa (0,22 um). Depois
disso, 1 mL da fase aquosa foi transferida para eppendorfe e acidificada com 1 % de
acido acético. Finalmente, os tubos foram agitados por 1 min no vortex e transferidos

para insert de plastico e vial para injecdo no UPLC-MS/MS (Figura 13).

Figura 13. Fluxograma de preparacédo de amostra
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Fonte: Okada et al., 2018.
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5.7 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

A validacdo de um método analitico é o processo que atesta que 0 mesmo é
adequado ao fim a que se destina, assegurando a confiabilidade dos resultados. Os
métodos analiticos permitem avaliar a conformidade dos resultados de identificacdo e
guantificacdo dos analitos com as especificagdes definidas de acordo com o produto
ou processo. Para verificar se os resultados estdo de acordo com as especificacdes
dos 6rgédos de regulamentacéo, sao utilizados os seguintes parametros de validacao:
seletividade/especificidade, linearidade, precisdo, exatidédo, limite de deteccdo e
quantificacdo e robustez (ARAGAO et al., 2009).

Inicialmente, foi realizada a otimizacdo e a validacdo do procedimento
analitico para avaliar a eficiéncia do método de acordo com os critérios analiticos
(SANTE, 2017), tais como obtencdo dos limites de deteccdo, quantificacéo,
linearidade e preciséo.

5.7.1 Seletividade/Especificidade

A seletividade/especificidade de um método instrumental de separacdo é a
capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presencga
de componentes que podem interferir com a sua determinagdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degrada¢ao, bem como outros
compostos de propriedades similares que possam estar, porventura, presentes. A
seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse (SANTE, 2017; RIBANI et al., 2004).

5.7.2 Efeito Matriz

O efeito matriz (EM) nas determinacdes por UPLC-MS/MS foi realizada
conforme proposto por Matuszewski et al. (2006). Realizou-se a comparagéao entre as
inclinacdes das curvas analiticas dos padrdes no solvente (MeOH) e aquelas obtidas
com solugdes analiticas preparadas no extrato de agua. O calculo foi efetuado através

da Equacao 1.
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EM(%) = x1 — x2 x 100 @
X2
onde:
x1=inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solu¢des analiticas de cada herbicida,
preparadas em extrato de 4gua (matriz);
x2= inclinacdo da curva obtida pela injecédo das soluc¢des analiticas de cada herbicida,
preparadas em MeoH (solvente).

Neste trabalho foi considerado um efeito matriz com valores de até 20 %.

5.7.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (SANTE, 2017; RIBANI et al., 2004).

A linearidade é determinada pelas curvas analiticas, que séo graficos de
calibracéo, os quais relacionam a resposta do equipamento em fungao das diferentes
concentragdes do analito (LANCAS, 2004).

5.7.4 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccéo para um procedimento analitico pode variar em fungéo
do tipo de amostra. O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracao da
substancia em exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente
guantificada, utilizando um determinado procedimento experimental. O limite de
deteccdo pode ser expresso como: LD = 3,3 s/S, onde s é a estimativa do desvio
padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio padrdo do branco, da
equacao da linha de regresséo ou do coeficiente linear da equacéo e S é a inclinacéo
ou coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

O Ilimite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento

experimental e € expresso como: LQ =10 s/S (RIBANI et al., 2004).
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5.75 Exatidao (Recuperacéo)

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. A exatidao é avaliada pela recuperacao, que € definida como a proporcéo
da quantidade da substancia de interesse, adicionada na porcdo analitica do material
teste, que é extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004).

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise de residuos de
agrotoxicos geralmente estéo entre 70 a 120 %, com preciséo de até £ 20 % (SANTE,
2017).

576 Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes, sob condi¢des definidas. A precisdo em validacdo de métodos € considerada
em niveis diferentes de repetitividade e de precisdo intermediaria (RIBANI et al.,
2004).

5.7.7 Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢bes de medicao:
mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas
condicGes; mesmo local; repeticbes em um curto intervalo de tempo (RIBANI et al.,
2004).

5.7.8 Reprodutibilidade

A precisédo intermediaria, de acordo com INMETRO (2010), refere-se a
precisdo avaliada sob condicdes que compreendem o mesmo procedimento de
medicdo, 0 mesmo local e medi¢des repetidas no mesmo objeto ou em objetos
similares, ao longo de um periodo extenso de tempo. Nesse estudo, deve-se definir

exatamente quais condi¢cdes serdo variadas, tais como: diferentes analistas;
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diferentes equipamentos ou diferentes tempos. Esta medida de precisédo resulta na

variabilidade dos resultados em um laboratorio (SANTE, 2017).

5.8 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

A bacia hidrografica do Rio Goiana abastece 26 municipios da Zona da Mata
Norte de Pernambuco e localiza-se na divisa dos Estados Pernambuco e Paraiba, nos
municipios de Pitimbu (PB), Caapora (PB) e Goiana (PE), além de fazer parte da
Reserva Extrativista (Resex) Acau-Goiana, area sob protecdo do Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio/IBAMA) (MMA, CPRH, 2018).

No presente trabalho, foram coletadas amostras de aguas superficiais de trés
areas de captacao diferentes: 1) Rio Tracunhaém, 2) Rio Capibaribe Mirim, 3) Trés
Bocas (Figura 14).

Figura 14. Mapa dos pontos de coleta de aguas superficiais do Rio Goiana, PE
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Fonte: ICMBIo.
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O Rio Tracunhaém e o Rio Capibaribe Mirim formam o Rio Goiana e nascem,
respectivamente, nos municipios de Bom Jardim e S&o Vicente Férrer (CPRH, 2016),
enguanto a area denominada Trés Bocas refere-se ao trecho do rio onde ocorre 0
encontro das aguas superficiais do Rio Tracunhaém e do canal de Goiana.

Esses trés pontos de coleta foram ajustados ao sistema de coordenadas
geograficas Datum WGS84 (Tabela 9), selecionados por receberem efluentes
agroindustrial, industrial e agropecuaria da regido e para avaliar a ocorréncia de

herbicidas.

Tabela 9. Localizacao dos pontos de coleta de aguas superficiais do Rio Goiana, PE

Pontos de coleta Coordenadas Geograficas Referéncia
G001 L 7 33 42.480 Proximo a zona urbana da
(Rio Tracunhaém) N 34 58 5.160 cidade de Goiana-PE
G002 L 7 33 37.800 Canal de Goiana
(Trés Bocas) N 34 57 54.720
G003 L 7 33 20.880 Perto da plantacdo de
(Rio Capibaribe Mirim) N 34 57 46.800 cana-de-acucar

Fonte: Autor, 2019.

As coletas de 4gua foram realizadas uma vez por més, de mar¢co a agosto
(meses chuvosos) de 2019, sendo 36 amostras obtidas em cada ponto de coleta por
més, totalizando 108 amostras.

As amostras de agua foram coletadas a uma profundidade de 30 cm (ANA,
2011), aproximadamente um litro por amostra, em recipientes de plastico para evitar
a interacdo com superficies de vidro e colocadas em caixas de isopor contendo
baterias de gelo e em seguida, conduzidas ao Nucleo de Desenvolvimento

Farmacéutico e Cosmeético (NUDFAC) da Universidade Federal de Pernambuco.
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6 RESULTADOS

6.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

Como resultado, observou-se que o modo de ionizacdo negativo foi o que
apresentou maior intensidade de sinal para o Glifosato e seu metabolito AMPA. Para
0s compostos Paraquate, Ametrina, Atrazina, Diurom e Tebutiurom o modo de
lonizagao positivo foi 0 que apresentou maior intensidade de sinal.

Os ions precursores e seus fragmentos foram selecionados em funcédo da
otimizacdo das condi¢cGes cromatograficas bem como a otimizacdo dos parametros
do espectrémetro de massas, em MRM. Na tabela 10 sédo apresentados os tempos de
retencao e as transicdes monitoradas. Nas figuras abaixo (15, 16, 17, 18 e 19) estéao
ilustrados os cromatogramas do branco de solvente e os cromatogramas dos 7

herbicidas estudados.

Tabela 10 — Dados de aquisi¢cdo usados para a analise por UPLC-MS/MS

Composto Transicao 1 Transi¢ao 2 TR (min)
Glifosato 167.9 > 63 167.9 >78.9 2.00
AMPA 109.9 > 63 109.9 >78.9 0.77
Paraquate 185> 170 1853 > 169 4.93
Ametrina 228.1>186.1 228.1 >68.1 6.31
Atrazina 216.11>174.1 216.11 >96.1 6.27
Diurom 233>72 235>72 6.50
Tebutiurom 229.01>72 229.01>116 5.69

Fonte: Autor, 2019.



Figura 15 — Cromatogramas obtidos através do branco de solvente e solugéo

contendo os analitos Glifosato e seu metabolito AMPA
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Figura 16 — Cromatogramas obtidos através do branco de solvente e solu¢éo

contendo o analito Ametrina
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Figura 17 — Cromatogramas obtidos através do branco de solvente e solu¢éo
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Figura 18 — Cromatogramas obtidos através do branco de solvente e solugdo
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Figura 19 — Cromatogramas obtidos através do branco de solvente e solu¢éo

contendo o analito Tebutiurom
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Fonte: Autor, 2019.

Com as transi¢des obtidas no presente estudo, foi possivel analisar todos os
herbicidas de interesse. Os dois fragmentos (ions produtos) mais intensos foram
utilizados nas transi¢cdes de quantificacdo e confirmacédo, como ja demonstrado em
estudos anteriores (UE, 2016).

6.1.1 Parametros de andalise do sistema de espectrometria de massas

As tabelas 11 e 12 trazem os resultados obtidos para os parametros
otimizados da fonte de ionizacdo ESI. Dentro da perspectiva de racionalizacao, os
métodos foram entdo agrupados em um mesmo sistema analitico de UPLC-MS/MS.
Sendo assim, os resultados apresentados s&o respectivos aos sistemas de
espectrometria de massas SCIEX 3200 QTRAP®.
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Tabela 11 - Condig&o de analise no modo de ioniza¢do negativo para o sistema
SCIEX 3200 QTRAP®

Parametro Condicéo

Modo de ionizagéo ESI negativo
Curtain Gas (CUR) (L/h) 10
Collision Gas (CAD) High
lonSpray Voltage (1S) (V) -3500
Temperature (TEM) (°C) 450

lon Source Gas 1 (GS1) (L/h) 45

lon Source Gas 2 (GS2) (L/h) 45

Fonte: Autor, 2019.

Tabela 12 - Condi¢éo de analise no modo de ionizacdo positivo para o sistema
SCIEX 3200 QTRAP®

Parametro Condicéo
Modo de ionizacdo ESI positivo
Curtain Gas (CUR) (L/h) 25
Collision Gas (CAD) Medium
lonSpray Voltage (IS) (V) 4000
Temperature (TEM) (°C) 450 °C
lon Source Gas 1 (GS1) (L/h) 35
lon Source Gas 2 (GS2) (L/h) 45

Fonte: Autor, 2019.

6.1.2 Parametros de analise do sistema de cromatografia UPLC-MS/MS

Para a analise de glifosato e seu metabolito AMPA, foi usada a coluna
Hypercarb (100 mm x 2.1 um, particula de 5 um) da Thermo Scientific®. Para a analise
de paraquate, foi usada a BEH Hilic (100 mm x 2.1 um, particula de 1,7 um) da Acquity
UPLC®. Para andlise de ametrina, atrazina, diurom e tebutiurom, foi usada uma BEH
C18 (100 mm x 2.1 um, particula de 1,7 um) da Acquity UPLC®, apresentando
resultados semelhantes aos ja demonstrados em estudos anteriores (EU, 2019). A
escolha da fase mével do glifosato e seu metabolito AMPA, ametrina, atrazina, diurom
e tebutiutom foram feitas com base na disponibilidade do laboratério, onde metanol e
agua ultrapura foram testados em diferentes proporcdes com a finalidade de se obter
o melhor formato de pico e intensidade de sinal analitico. Da mesma forma, foram
testados o formiato de aménio e a acetonitrila para a fase movel do paraquate.

As tabelas 13, 14 e 15 trazem as condi¢des de analise para o sistema Nexera
X2 (KOLBERG, 2012; UE, 2019).
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Tabela 13 - Condi¢céo de andlise de Glifosato e seu metabolito AMPA para o sistema
Nexera X2

Coluna Hypercarb 2.1 x 100 mm 5 um
Hypercarb Guard 2.1 x 10 mm 5 pm ou C18 4 x

Pré-coluna 3 mm Phenomenex
Temperatura da coluna 40 °C
~ . - 0 , 0
Eluente A Solucéo de acido acético 1 % em agua + 5 % de
metanol
Eluente B Solucao de acido acético 1 % em metanol
Fluxo 0,4 mL.min!
Volume de injecdo 5uL
o 90 % Eluente A /10 % Eluente B
Isocrético

Fonte: Autor, 2019.

Tabela 14 - Condicdo de andlise de Paraquate para o sistema Nexera X2

Coluna Acquity UPLC ® BEH Hilic 2.1 x 100 mm 1,7 um
Pré-coluna Acquity UPLC® BEH Hilic Guard 2.1 x 5 mm 1,7 ym
Temperatura da coluna 40 °C
Eluente A Solucéo d,e _formiato_ de am6nia 150 mM + 5 %
de 4cido formico + 5 % de metanol
Eluente B Acetonitrila
Fluxo 0,4 mL.mint
Volume de injecdo 5uL
Gradiente % A Tempo (min)
100 0
80 3.1
80 7.0
20 7.1
100 9.0

Fonte: Autor, 2019.
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Tabela 15 - Condi¢cédo de analise de Ametrina, Atrazina, Diurom e Tebutiurom para o
sistema Nexera X2

Coluna Acquity UPLC ® BEH C18 2.1 x 100 mm 1,7 pm
Pré-coluna Acquity UPLC ® BEH C18 2.1 x 5 mm 1,7 pm
Phenomenex
Temperatura da coluna 40 °C
Eluente A Solucdo de formiato de ambnia 5 mM + 0,1 % de
acido férmico + 5 % de metanol
Eluente B Solucdo de acido férmico 0,1 % em metanol
Fluxo 0,35 mL.min*
Volume de injecéo 2 uL
Gradiente % A Tempo (min)
90 0
90 0.3
0 8.0
90 8.5
90 9.0

Fonte: Autor, 2019.

Os picos cromatograficos apresentaram simetria adequada e tempo de

retencdo fora do volume morto o que é fundamental em andlises cromatogréficas.

6.2 VALIDACAO DO METODO DE ANALISE

Todos os resultados obtidos atenderam aos critérios de desempenho analitico
estabelecidos no SANTE (2017). O método demonstrou ser seletivo, pois nao
apresentou sinais analiticos de interferentes no branco da matriz no mesmo tempo de
retencdo dos analitos de interesse. A presenca de picos interferentes da matriz foi
inferior a 30 % daquele obtido no menor nivel de calibracéo, que foi de 25 ug L.

Para todos os herbicidas estudados as curvas analiticas apresentaram ajuste
linear na faixa estudada e com coeficiente de determinacdo r?> = 0,9998. As
recuperacdes obtidas variaram de 99,2 — 116,8 %. A precisdo do método validado
apresentou-se inferior a 20% para todos os coeficientes de variacdo (CV %) com faixa

variando de 1,8 — 10,8%. Para os 7 herbicidas a sensibilidade para injecédo direta foi
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satisfatoria para quantificacdo dos residuos, descartando a necessidade clean up e/ou
concentracdo das amostras de agua.

A precisdo e as recuperacdes foram determinadas em dois dias, analisando
amostras em branco fortificadas (n = 6) nos niveis de 25, 50 e 100 uyg L*. O LOD e
LOQ do método foi estimado experimentalmente através da injecdo de amostras com
concentracdes decrescentes e determinadas através de concentracfes do analito que
fornece uma relacéo sinal / ruido (S/N) de trés e dez, respectivamente.

Os herbicidas estudados apresentaram efeito matriz baixo (menor que 20 %).
Mesmo assim para maior confiabilidade dos resultados foi realizada a calibragdo com
0 extrato branco de agua de acordo com o recomendado em SANCO, 2012.

Os valores de limite de quantificacdo para atrazina estd abaixo do valor
maximo permitido pela Portaria do MS 2914/11 de 12/12/2011 e, na mesma ordem de
grandeza para 0S que n&o constam na mesma, como a ametrina, paraquate e
tebutiurom.

O método proposto para determinacdo de herbicidas em amostras de agua

mostrou ser sensivel, rapido e confiavel.

6.3 DETERMINACAO DE HERBICIDAS EM AGUA

Estudo realizado ao longo da bacia do Rio Goiana, observou a presenca da
Atrazina no nivel mais alto na area onde esta localizado o Rio Capibaribe Mirim e a
presenca do Diurom no nivel mais alto na area onde esté localizado Trés Bocas,
evidenciando valores significativamente mais altos destes herbicidas no més de abril.

Ainda que tenha sido observada a falta de variagdo sazonal, os niveis
detectados de Ametrina variaram em média 10 a 60 pg L' (marco-maio/2019), os
niveis de Tebutiurom variaram em média 10 a 40 pg L™* (marco-maio/2019), os niveis
de Diurom variaram em média 10 a 140 pg L (marco-abril/2019) e o nivel de Atrazina
foi de 150 pg L (abril/2019) (Figura 20).
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Figura 20. Variacédo das concentragcdes de Ametrina, Atrazina, Diurom e Tebutiurom
na agua do Rio Goiana, PE nos meses de marco a maio de 2019
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Fonte: Autor, 2019.

No presente estudo foi detectado niveis de Ametrina e Tebutiurom em 50 %
das amostras, sendo que em 17 % das amostras o0s niveis estavam abaixo do limite
de quantificacdo do método. Os niveis detectados para a Ametrina e o Tebutiurom
Sdo preocupantes, uma vez que nao existem limites estabelecidos para esses
compostos.

Foi detectado niveis de Diurom em 39 % das amostras, sendo que em 33 %
das amostras os niveis estavam abaixo do limite de quantificacdo do método e em 6
% das amostras os valores detectados estavam acima do VMP estabelecido. Foi
detectado niveis de Atrazina em 6 % das amostras, todos com valores acima do VMP
estabelecido.

Segundo a revisdo sistematica realizada por Dias et al. (2018) sobre a
ocorréncia de Atrazina em agua no Brasil, o nivel mais alto detectado para Atrazina
foi de 10,4 pgL?, sendo assim necessario realizar nova analise nas trés areas de

captacdo: Rio Tracunhaém, Trés Bocas e Rio Capibaribe Mirim, para a confirmacéao
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do resultado encontrado, pois o valor detectado estd muito acima do VMP
estabelecido.

Corroborando com os resultados obtidos com o presente estudo, a ocorréncia
de Atrazina, Ametrina, Diurom e Tebutiurom nas &guas do Rio Goiana foi mais
evidente nos primeiros meses de cultivo da cana-de-agucar, periodo chuvoso da
regido. Contudo, nos meses de junho e julho, que apresentaram o maior indice

pluviométrico (Figura 21) nao foi detectada a presenca destes herbicidas.

Figura 21 — Histograma de precipitacao pluviométrica de Goiana em 2019
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Fonte: IPA (2019).

No presente estudo, vimos a relacdo do indice pluviométrico com os teores de
agrotoxicos detectados nas amostras de agua, com maior concentracdo de Ametrina
nos meses de abril e maio e Tebutiurom que apresentou a maior concentracdo nos
meses de marco e abiril, isso também pode ser atribuido ao escoamento superficial e
a capacidade de lixiviagao.

Diante do exposto aos reflexos envolvendo as mudancas climaticas, o estudo
realizado por Santos, Galvincio e Moura (2013) observaram que 0S meses com

maiores indices pluviométricos sobre a bacia sdo: marco, abril, maio, junho, julho,
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agosto e setembro e que a diferenca do escoamento superficial pode ser justificada
devido a disponibilidade de agua do segundo semestre em relacé&o ao primeiro.

Estudos realizados ao longo da bacia hidrografica do Rio Jiménez, Costa Rica
e do Rio Guadalquivir, Espanha, confirmam os resultados obtidos devido a
contaminacgao por herbicidas ao longo da margem do rio afetando os ecossistemas
(ECHEVERRIA-SAENZ et al., 2012; HERMOSIN et al., 2013).

Estudos semelhantes foram relatados por Azevedo, Gerchonn e Reis (2004),
no Rio Paraiba do Sul (RJ), no qual o herbicida Atrazina foi detectada em uma
concentracdo média de 0,231 ug L' em areas préximas a lavoura de cana-de-acUcar,
onde o herbicida é bastante utilizado. Jacomini et al. (2010) avaliaram a contaminacao
dos Rios Sapucai, Pardo e Mogi-Guacu e foi observada a presenca de Ametrina em
uma concentracdo de 0,05 pg L, préximos a locais de cultivo de cana-de agucar.

Em estudo realizado por Ferreira et al. (2016), na Bacia do Rio Ipojuca,
Pernambuco, foram observados a presenca de Diurom e Ametrina nas amostras de
agua, em niveis que variaram de 0,01 a 1,4 ug L, evidenciando niveis mais altos
durante o periodo chuvoso.

Segundo Britto et al. (2012), observaram a presenca de Diurom e Ametrina na
agua do Rio Poxim, Sergipe, durante o periodo chuvoso em niveis variando de 0,03 a
0,9 ug L't e 0,03 a 0,5 ug L1, respectivamente. Muendo et al. (2012), investigaram a
presenca de Diurom nas aguas do Rio Kuywa, Quénia, proximas a areas de cultivo de
cana-de-aglcar em niveis variando de 0,44 a 1,75 ug L durante o periodo de chuvas
fortes.

Diante do exposto, os herbicidas Ametrina, Atrazina, Diurom e Tebutiurom séo
inibidores da fotossintese, parcialmente sollUveis em agua, sendo a Atrazina a mais
usada e tem sido a mais encontrada, por possuir amplo espectro de acéo, por ser
seletiva e por seu poder de lixiviagdo podendo atingir &guas subterraneas (ROMAN,
et al., 2005).

Segundo estudo realizado por Oliveira et al. (2013) a deteccao dos herbicidas
em agua subterranea e superficial € devido a sua mobilidade e biodegradag&o no
sistema agua-solo, além das caracteristicas da matéria organica.

Em geral, quanto maior a solubilidade das moléculas maior a facilidade do
transporte dos herbicidas até os cursos do rio. Em regides tropicais, a ocorréncia de

chuvas em alguns periodos, faz com que os herbicidas sejam facilmente carreados
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apresentando grande potencial de contaminacdo ambiental (MARCHESAN;
SARTORI; AVILA, 2010).

Com relacdo as analises realizadas, ndo foram detectados os herbicidas
Glifosato, AMPA e Paraquate em nenhuma das amostras coletadas.

Segundo Dores e De-lamonica-freire (2001) a concentracdo dos agrotoxicos
nas aguas é baixa, devido ao efeito de diluicdo e ao fato de serem pouco sollveis em
agua. Contudo, existe a possibilidade de ter altas concentracées devido a alguns
fatores, como a aplicacdo de agrotoxicos em concentracdes altas depois de ocorrer

um volume de chuva intenso.
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7 CONCLUSAO

Método de analise foi adequado para a determinacdo de herbicidas do
presente estudo apresentando critérios de desempenho compativeis com o SANTE,
2017,

Foram observados a presenca dos herbicidas Ametrina, Atrazina, Diurom e
Tebutiurom, no periodo de marco a maio/2019;

N&o foi evidenciada a presenca em nenhuma das amostras analisadas dos
herbicidas Glifosato, AMPA e Paraquate;

No periodo de junho a agosto/2019 ndo foram encontrados residuos dos
herbicidas estudados;

Com base nos resultados encontrados, € necessario o monitoramento
ambiental para avaliar a contaminacao por herbicidas nas aguas dos rios brasileiros e

0 impacto causado ao meio ambiente.

7.1 PERSPECTIVAS

Contribuir nas discussdes sobre a contaminagdo ambiental por agrotéxicos
nas aguas dos rios do Brasil,

Investigar a ocorréncia de herbicidas no periodo ndo chuvoso (setembro a
fevereiro) e correlacionar com o periodo chuvoso (marco a agosto);

Realizar o monitoramento da contaminacdo das aguas superficiais por
agrotoxicos;

Publicar artigos cientificos.
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do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades

Dados do titular

Nome: MARIA CAROLINA SILVEIRA COSTA SILVA CPF: 027.084.144-02

Nome da Instituicdo: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE CNPJ: 24.134.488/0001-08

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrucdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato nao contemplado
na autorizacdo ou na licenca permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,

substrato devera ser acompanhado da autorizac&o ou da licenca permanente com a devida anotacdo. O material biologico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecdo
biolbgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colectes Biologicas (CCBIO).

devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do material bioldgico ou do

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* ldentificar o espécime do nivel taxonémico possivel

Este documento foi expedido com base na instrucdo Normativa nA® 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer
cidaddo poders verificar & autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pégina do Sisbio//ICMBic na Internet
{www.icmbio.gov. br/sisbio).
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ANEXO B — DECISAO EDITORIAL DO ACEITO PARA PUBLICACAO NA EDICAO DA
REVISTA IBEROAMERICANA DE CIENCIAS AMBIENTAIS

[RICA] Decisao editorial

Carlos Eduardo Silva <carlos.eduardo@cbpciencia.com.br> 6 de janeiro de 2020 13:48
Para: Maria Carolina Silveira Costa Silva <linacostas@gmail.com>

Maria Carolina Silveira Costa Silva,

Foi tomada uma decisao sobre o0 artigo submetido a revista Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais,
"INVESTIGACAO DA OCORRENCIA DE RESIDUOS DE HERBICIDAS EM RIOS DA RESERVA EXRATIVISTA
ACAU-GOIANA".

E com muita satisfacio que informamos que seu artigo foi ACEITO para publicacio na edicio da Revista Ibero-
Americana de Ciéncias Ambientais (RICA V11 N02 2020), QUALIS Referéncia B1 (2017-2020), para lancamento
em até 60 dias apdés pagamento (com excecdo de atraso por falta de quantidade minima de artigos na edicdo), da
Sustenere Publishing (selo editorial da CBPC - Companbhia Brasileira de Producéao Cientifica).
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