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RESUMO

O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotoxicos a nivel mundial. O uso desses
compostos quimicos na agricultura ocasiona graves problemas ao meio ambiente, como
contaminacdo de aguas superficiais, subterraneas e mananciais usados no abastecimento de
agua potavel. O objetivo deste estudo foi avaliar o percentual de degradacéo dos agrotoxicos
atrazina, clorpirifds, malationa, trifluralina, lambda-cialotrina, clorotalonil e trifloxistrobina em
agua superficial, na concentragdo de 1ng mL™. A metodologia baseia-se em um sistema de
oxidagdo quimica com aplicagdo de 0z6nio na concentragdo de 2000mg h, nos tempos de
reacdo de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos, de acordo com o perfil de degradacéo
de cada analito. Para a extracdo dos agrotdxicos em agua, foram feitos experimentos de
otimizacdo e validacdo, por extracdo em fase sélida e posterior analise qualitativa e quantitativa
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, para verificar o percentual de
degradacédo dos agrotdxicos. Em sequéncia, foi realizado um ensaio de toxicidade aguda com
Artemias salinas, para verificar se as amostras apresentavam toxicidade mesmo apés a
ozonizagao. Como resultados, foram observados limites de detec¢édo entre 0,011 e 0,164 ng mL"
! e de quantificagio entre 0,050 e 0,498 ng mL™ para o método de anélise de agrotoxicos em
agua. A degradacdo por ozonizacgdo, atingiu 100% para os agrotoxicos atrazina, clorpirifés,
malationa, trifluralina e lambda-cialotrina, em até 20 minutos de reacdo, sendo consideradas
como “ndo toxicas” para Artemias salinas. Trifloxistrobina atingiu 100% de degradacdo em
120 minutos de reacdo e clorotalonil teve o percentual maximo de degradacao fixado em 84%
em um tempo de 150 minutos. O ensaio de toxicidade da trifloxistrobina e do clorotalonil,
considerou as amostras como “toxicas” para Artemias salinas. Os resultados da cinética de

degradacéo corroboraram com o ensaio de toxicidade aguda.

Palavras-chave: agrotdxicos, agua superficial, 0zonio, oxidacdo, degradacéo.



ABSTRACT

Brazil is one of the largest consumers of pesticides worldwide. The use of these
chemical compounds in agriculture causes serious problems for the environment, such as
contamination of surface water, groundwater and springs used to supply drinking water. The
objective of this study was to evaluate the degradation percentage of the pesticides atrazine,
chlorpyrifos, malathion, trifluralin, lambda-cyhalothrin, chlorothalonil and trifloxystrobin in
surface water, at a concentration of 1ng mL™. The methodology is based on a chemical
oxidation system with application of ozone at a concentration of 2000mg h™, in reaction times
of 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120 and 150 minutes, according to the degradation profile of
each analyte. For the extraction of pesticides in water, optimization and validation experiments
were carried out, by solid phase extraction and subsequent qualitative and quantitative analysis
by gas chromatography coupled to mass spectrometry, to verify the percentage of degradation
of pesticides. Subsequently, an acute toxicity test was carried out with Artemia salinas, to verify
whether the samples showed toxicity even after ozonation. As a result, detection limits between
0.011 and 0.164 ng mL* and quantification limits between 0.050 and 0.498 ng mL™ were
observed for the method of analysis of pesticides in water. Degradation by ozonation reached
100% for the pesticides atrazine, chlorpyrifos, malathion, trifluralin and lambda-cyhalothrin,
within 20 minutes of reaction, being considered “non-toxic” for Artemia salinas.
Trifloxystrobin reached 100% degradation in 120 minutes of reaction and chlorothalonil had
the maximum percentage of degradation fixed at 84% in a time of 150 minutes. The
trifloxystrobin and chlorothalonil toxicity assay considered the samples to be “toxic” to Artemia
salinas. The degradation kinetics results corroborated the acute toxicity test.

Keywords: pesticides, surface water, ozone, oxidation, degradation.
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1.INTRODUCAO

O Brasil apresenta controle regulatério sobre os agrotéxicos, que vem sendo atenuado
ao longo dos anos, se tornando permissivo, e como consequéncia, trazendo-o para o patamar de
um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo. Essa condigdo confere ao pais, uma
atencdo maior frente as contaminacges ambientais ocasionadas por esses produtos, tornando-se
um problema de saude publica a nivel global (PANIS et al., 2022).

Apesar de reconhecida a importancia do agronegécio para a economia mundial, 0 uso
de agrotoxicos na agricultura ocasiona problemas graves ao meio ambiente e a saide humana.
Como principais impactos ambientais, destaca-se a contaminagéo de diversos recursos hidricos
como aguas superficiais, subterraneas e mananciais usados no abastecimento de agua potavel
(EL-NAHHAL; EL-NAHHAL, 2021; MONTAGNER et al., 2019; RAJMOHAN;
CHANDRASEKARAN; VARJANI, 2020).

As aguas superficiais com residuos de agrotdxicos, apresentam composi¢do complexa,
substancias toxicas e alta concentracdo de compostos organicos. Esses contaminantes podem
atingir os corpos hidricos através de aplicacdo ou pulverizacdo aérea de agrotoxicos ou residuos
indUstrias agricolas (LIU et al., 2019).

Os processos de oxidacao avangado (POA), tém sido uma ferramenta fundamental para
o0 tratamento de corpos hidricos. As técnicas mais emergentes e avangadas incluem oxidagéo
com oz6nio e tratamento com carvao ativado (MA et al., 2021). O processo de 0zonizagdo tem
sido eficiente devido a sua capacidade de oxidar os poluentes, além do baixo custo. Existem
diferentes tipos de rea¢des de 0z6nio, com o uso de luz e outra com combinagdo com perdxido
de hidrogénio que ocorre em pH elevado. A oxidacao acontece devido ao resultado de multiplas
reacOes com os radicais hidroxila. Radical &nion superoxido e o radical hidroxila sdo formados
como resultado desta reagcdo (GORITO et al., 2021).

Dessa maneira, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o percentual de degradacgéo de
agrotoxicos em aguas superficiais contaminadas a 1ng mL™, previamente selecionados de
acordo com consumo nacional e toxicidade, atraves de um sistema de oxidagdo avangado com
aplicacdo de ozbnio, em diferentes tempos de reacdo, com identificacdo e quantificagdo dos
compostos e seus produtos de degradacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas com triplo quadrupolo e posterior avaliacdo da qualidade da dgua atraves do ensaio

de toxicidade aguda com Artemias salinas.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agrotoxicos — definicao e classificacdo

O termo agrotoxico € definido na legislacdo brasileira como:

[...] produto e agente de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinado ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancia e
produto empregado como desfolhante, dessecante, estimulador e inibidor de crescimento
(BRASIL. LEI N° 7802, 1989)

Frente ao amplo comércio mundial destes produtos quimicos, a Organizacao das Nagoes
Unidas, precisou desenvolver programas nacionais que garantissem o uso, transporte e descarte
seguros destas substancias, aumentando a prote¢do da salde humana e do meio ambiente.
Assim, foi implementado no ano de 2017, o GHS (Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals), um sistema internacional e harmonizado que
classifica os produtos quimicos de acordo com os riscos fisicos e toxicidade, com informacGes
que deveriam ser claras sobre a periculosidade, seja descrito e com pictogramas de adverténcia
universais contidos nos rotulos das embalagens, seja nas fichas de seguranca. (GHS UNECE,
2019)

Em 2019, a Anvisa publicou, a reclassificacao toxicologica dos agrotdxicos registrados
no Brasil, de acordo com o que € estabelecido pelo GHS. Neste novo contexto, 1.942 produtos
foram avaliados e 1.924, reclassificados como: extremamente toxicos (43), altamente tdxicos
(79), moderadamente toxicos (136), pouco toxicos (599), produtos improvaveis de causar dano
agudo (899) e por ultimo, na categoria de “ndo classificados” (68). (ANVISA, 2019)

A Figura 1, descreve a nova classificagdo, correlacionando as categorias e suas

respectivas cores, a descri¢do da toxicidade e os pictogramas de adverténcia dos riscos.



EXTREMAMENTE TOXICOS
Fatal - ingestdo, nalacio ou contato com a pele.

ALTAMENTE TOXICOS
Fatal - ingestdo, nalacio ou contato com a pele. A diferenca
dessa categoria para anterior, esta na quantidade do produto.

MODERADAMENTE TOXICOS

R Toxico - ingestio, inalacio ou contato com a pele.

® o ®

POUCO TOXICO
Nocivo - ingestio, inalacio ou contato com a pele.

IMPROVAVEL DE CAUSAR DANO AGUDO SEM
Pode ser perigoso - ingestdo. inalacio ou contato coma pele. ~ PICTOGRAMA

SEM

Sem adverténcia. PICTO MA

Figura 1: Nova classificacao toxicoldgica dos agrotdxicos (GHS)
Fonte: readaptado de ANVISA, 2019

2.2 Contaminacdo de recursos hidricos por agrotoxicos: danos ao meio ambiente e

a salide humana

Os agrotoxicos sdo amplamente utilizados na agricultura com o objetivo de prevenir,
controlar ou repelir pragas nas lavouras e regular o crescimento das plantas (EPA, 2023),
garantindo o aumento da produtividade das culturas e diminuicdo de perdas nas
colheitas. Dentre os mais utilizados, destacam-se os herbicidas, inseticidas, fungicidas e
neonicotinoides. (SHARMA et al., 2019a)

Apesar de reconhecida a importancia do agronegécio para a economia mundial, 0 uso
de agrotdxicos na agricultura ocasiona problemas graves ao meio ambiente e a salde humana.
Como principais impactos ambientais, destaca-se a contaminagao de diversos recursos hidricos
como aguas superficiais, subterraneas e mananciais usados no abastecimento de dgua potavel
(EL-NAHHAL; EL-NAHHAL, 2021; MONTAGNER et al., 2019; RAJMOHAN;
CHANDRASEKARAN; VARJANI, 2020). Muitas vezes, essas substancias sdo langadas direto
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no solo (MORILLO; VILLAVERDE, 2017) ou pulverizadas nas planta¢des, sendo carregadas
pelas chuvas e atingindo lengois fredticos (DONG et al., 2021). A contaminacdo também pode
ocorrer por diversas vias de transporte como drenagem, escoamento artificial, descarte de
embalagens contaminadas ou lavagens de equipamentos de pulverizacdo em rios, riachos ou
lagoas, cultivos as margens desses mananciais ou ainda deriva de pulverizacdo aérea, atingido
organismos ndo-alvo que fazem parte do ambiente aquético, podendo em alguns casos
bioacumular diretamente na agua (agrotoxicos polares) ou em sedimentos (agrotoxicos
apolares) (BUENO; CUNHA; DE SANTANA, 2017; DE SOUZA et al., 2020; SHARMA et
al., 2019).

Ap0s a aplicacdo, os agrotdxicos passam por diversos processos fisicos, quimicos e
bioldgicos, que acontecem de forma relacionada ou individual e determinam o seu destino.
Esses processos podem ser: adsorcdo, dessor¢do, mobilidade, degradacdo e absorcéo pelas
plantas. O tipo de processo vai depender das caracteristicas fisico-quimicas e o tipo de solo, da
concentragdo do agrotoxico e das condigdes climaticas no periodo da aplicagdo (MARTINEZ-
ESCUDERO et al., 2022).

De acordo com um relatorio sobre uso de agrotdxicos e sua associa¢do com a salde
humana, divulgado pela United States Environmental Protection Agency (USEPA), eles podem
causar varios efeitos adversos (agudos ou crdnicos), tais como distirbios nos sistemas nervoso,
imunolégico e enddcrino. Os efeitos agudos mais comuns podem ter sintomas como: ardéncia
nos olhos, cegueira, tremores, erupcdes cutaneas, nauseas etc. (LEE; CHOI, 2020). Ja os
cronicos, incluem diferentes tipos de céancer, deficiéncias congénitas, imunotoxicidade,
toxicidade neuroldgica, dentre outros (LEE; CHOI, 2020). Além da USEPA, a Agricultural
Health Study, instituicdo com diversas publica¢fes sobre o impacto da exposi¢cdo humana a
agrotoxicos, destaca alguns efeitos crénicos mais especificos como o aumento do risco de
disfuncéo da tireoide, incluindo cancer (PARKS et al., 2019), risco de canceres hematoldgicos
e suas condicdes precursoras (LERRO et al., 2021), funcéo renal alterada e risco de carcinoma
renal (SHEARER et al., 2021), alta incidéncia de doenca de Parkinson(SHRESTHA et al.,
2020), além de evidéncia de ocorréncia de disturbio imunol6gico (PARKS et al., 2019).

A Figura 2, ilustra algumas vias de contaminagdo de recursos hidricos.
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Figura 2: Algumas vias de contaminacao de recursos hidricos.

Fonte: a autora

2.3 O uso de agrotoxicos no Brasil e no mundo

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) em seu
ultimo relatério disponibilizado em 2022, o uso total de agrotoxicos na agricultura, a nivel
mundial, manteve-se 0 mesmo que em 2020, tendo consumo estimado em 2,7 milhdes de
toneladas, aplicacdo por area de cultivo de 1,8 kg/ha e valor de US$ 41,1 bilhdes.

Os quatro graficos demonstrados na Figura 3, relacionam-se com exportacdo e
importagdo de agrotdxicos e seus respectivos valores. E notério uma crescente no consumo
desde a década de 90, tendo o continente Asiatico superado o Europeu nas exportagdes, no ano

de 2020, porém este se manteve com maior lucro em comparacdo aos demais continentes. Em
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contrapartida, no que tange as importacGes de ingredientes ativos, o continente Europeu superou
os demais tanto nas importaces quanto nos lucros, seguido do Americano, Asiatico, Africano

e Oceania.

Quantidade exportada Valor exportado
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4,—//—/\;/:/
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O N & O

= Africa = Américas == Asia = Asia (sem os desinfetantes) Europa === Oceania

Figura 3: Total de agrotoxicos importados e exportados e valores por regido
Fonte: (FAO, 2022)

A Figura 4 representa 0 aumento do uso de herbicidas na Gltima década, em todos os
continentes, destacando-se o Americano e Oceania com aproximadamente 70% de seu
consumo, referente a esta classe de agrotdxicos. Em menor escala aparecem os fungicidas e

bactericidas, inseticidas e outras classes. (FAO, 2022)



100%
90%
80%
70%
60%
50%
A40%
30%
20%
10%

0%

& = K 2 a = a = 2 2 a 2
3 & 3 S a S a & 3 & a S
& & & & & & & &4 & & & &
& 3 & 8 ! b= a b= & 3 ] b=
= o~ - o~ = o =i o~ i o~ = o~
Mundo Africa Américas Asia Europa Oceania

M Herbicidas ™ Fungicidas e bactericidas =~ ™ Inseticidas ™ Outros

Figura 4: Uso de agrotoxicos por correlacionando classes e regides.
Fonte: (FAO, 2022)

A Figura 5 contrasta com a realidade apresentada na figura anterior que a ponta a
Oceania como maior consumidor de herbicidas da Ultima década. Ao correlacionar 0 uso com
paises consumidores, no ano de 2020, destacam-se os EUA com aproximadamente 400.000
toneladas e o Brasil com 350.000 toneladas em média. (FAO, 2022)
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Figura 5: Correlacdo do uso de agrotdxicos e paises consumidores em 2020.
Fonte: (FAO, 2022)



E evidente que o agronegdcio movimenta bilhes de ddlares por ano e contribui com
mais de 20% do PIB nacional, fato que tem impulsionado cada vez mais o uso de agrotoxicos
na agricultura para garantir 0 aumento e sucesso da producdo, tornando o Brasil, um dos
maiores consumidores destes compostos quimicos (CEPEA - USP, 2023).

Segundo dados do LSPA - Levantamento Sistematico da Producéo Agricola, IBGE, em
novembro de 2022, a produgdo nacional atingiu aproximadamente 260 milhdes de toneladas,
com area a ser colhida de aproximadamente 73 milhdes de hectares. Os principais produtos com
valores estimados de producdo sdo: soja (120 milhGes de toneladas), milho (110 milhdes de
toneladas), arroz (10 milhdes de toneladas), trigo (10 milhdes de toneladas), algodao herbaceo
(4 milhdes de toneladas). Soja e milho representam juntos aproximadamente 90% da producao
e quase 90% da area a ser colhida.

Nesse levantamento feito pelo IBGE, é possivel ver os estados brasileiros que mais
produzem. Em destaque o estado do Mato Grosso como o maior produtor nacional de gréos,
tendo uma participacdo de 28,3%, seguido pelo Rio Grande do Sul com 14,9%, Paran4 com
13,1%, Goias com 10,0%, Mato Grosso do Sul com 7,5% e Minas Gerais com 6,0%, que,
somados, representaram quase 80% do total nacional. Em relacdo a essa distribuicdo pelas
regides brasileiras, tem-se a configuracdo de: Centro-Oeste (46,1%), Sul (30,4%), Sudeste
(9,9%), Nordeste (9,1%) e Norte (4,5%). (IBGE, 2022)

Os dados apresentados acima, corroboram com os apresentados pelo IBAMA, em sua
mais recente publicacdo, sobre o consumo de agrotoxicos no Brasil no ano de 2022. De acordo
com este 0rgdo, as classes de agrotoxicos mais vendidas foram os herbicidas, em torno de 400
mil toneladas, seguidos de fungicidas e inseticidas com aproximadamente 100 mil e 80 mil
toneladas, respectivamente. E possivel verificar um ranking dos 10 ingredientes ativos mais
vendidos, destacando-se o glifosato e seus sais, 2,4-D, mancozebe, clorotalonil, atrazina,
acefato, malationa, cletodim, enxofre e s-metolaclor, nesta ordem de apresentacéo, do 1° ao 10°
lugar. (IBAMA, 2022)

Pode-se perceber diante do exposto, que o grande aumento na producdo nacional esta
diretamente relacionado a quantidade de agrotoxicos consumida. Tomando como exemplo o
estado do Mato Grosso, que é o maior produtor nacional de gréos, essa relacdo fica bem
evidente. Segundo o IBAMA, o consumo total de agrotoxicos deste estado superou 120 mil
toneladas e dessas, quase 70 mil séo do glifosato, que ocupa a primeira posicdo no ranking dos

mais vendidos.



2.4 Agrotoxicos selecionados — saude humana, destino ambiental e ecotoxicidade

O esquema abaixo, exemplifica algumas caracteristicas dos compostos que sdo objetos
deste estudo, bem como o sinal de alerta em relacéo a toxicidade quando relacionados a saude
humana (H), destino ambiental (A) e ecotoxicidade (E). O vermelho indica alta toxicicidade e
o amarelo, moderada. (PESTICIDE PROPERTIES DATABASE - PPDB, 2023)

Cl .H — Desregulador endocrino. Irritante para pele,
NN olhos e aparelho respiratorio.
)\ Py /)\ o~ )A — Baixa solubilidade aquosa, volatil e pode
NN N lixiviar para 4guas subterraneas.
Atrazina ) E — Toxico para vida aquatica, minhocas e abelhas.

CN . H — Desregulador endocrino. Cancerigeno. Efeitos
Cl Cl na reproducdo e no desenvolvimento.
cl CN ) A — Baixa solubilidade aquosa, volatil e ndo ¢
cl persistente no solo, mas pode ser em agua.
Clorotalonil . E — Toxico para passaros, minhocas e abelhas.
- . .H — Neurotoxico, inibidor da acetilcolinesterase.
s Efeitos na reproducdo e no sistema endocrino.
| . 0 CHs
c~ N0 \o—\ . A — Baixa solubilidade aquosa, volatil e ¢é
CHs persistente no solo, mas nao na agua.
Clorpirifos . , .
P E — Toxico para passaros, abelhas e invertebrados
aquaticos.
o s .H — Neurotoxico, inibidor da acetilcolinesterase.
HE0 S-P-0OCHs; Desregulador endocrino.
3 |
HaC._O OCH, _) A —Solubilidade aquosa, volatil e ndo ¢ persistente
5 no solo e nem em ambientes aquaticos.
Malationa . E - Toxico para abelhas e espécies aquaticas,

exceto algas.



o s .H — Neurotoxico, inibidor da acetilcolinesterase.

HeN S-P-0OCHs; Desregulador endocrino.
3 |
HaC._O OCH, ( _) A — Solubilidade aquosa, volatil e ndo ¢ persistente
5 no solo e nem em ambientes aquaticos.
Malationa . E - Toxico para abelhas e espécies aquaticas,
exceto algas.
HoCom - CHs .H — Desregulador endodcrino. Efeitos na
OpN NO, reproduc¢do e no desenvolvimento.
. A — Persistente no solo e em ambientes aquaticos.
CF3
Trifluralina . E — Ecotoxicidade aguda em peixes.

. H - Toxicidade aguda em mamiferos.

# /\O/ \O — Baixa solubilidade em agua, relativamente

HiC CH.
oo V01at11

lambda-Cialotrina . ) . L
E — Toxico para peixes, invertebrados aquaticos e

abelhas.

9\/ . H - Efeitos na reproduc¢ao e no desenvolvimento.
CHO#~co,cH, )\@/ J A — Baixa solubilidade aquosa, ndo ¢é persistente
no solo nem ambiente aquatico.

Trifloxistrobina . E — Toxico para passaros, peixes e invertebrados
aquaticos.

A selecédo dos agrotdxicos deste estudo, baseou-se em critérios que serdo detalhados no
capitulo 3 da metodologia.

A tabela 6, mostra outras caracteristicas mais detalhadas de cada analito, de forma
individualizada. Esta no capitulo 4 dos resultados e discussao por ter sido elaborada ap6s a

definicdo das condicBes cromatograficas e espectromeétricas.
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2.5 A vigilancia da 4gua para consumo humano no Brasil

A Lein® 7.802 de 11 de julho 1989 regulamenta o uso de agrotoxicos no pais. Também
disserta, dentre outros fatores, sobre a producéo, utilizacdo e destino das embalagens, bem como
controle e fiscalizagcdo. Foi regulamentada pelo Decreto n° 4.070 de 4 de janeiro de 2002,
determinando ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), ao Ministério
do Meio Ambiente (MMA) e ao Ministério da Saude (MS), dentre outras responsabilidades, o
estabelecimento do limite maximo de residuos e o intervalo de concentracdo de seguranca dos

agrotoxicos e afins.

A Portaria de GM/MS n° 5, de 28 de setembro de 2017, em seu anexo XX, estabelece
os padrdes de potabilidade da agua no pais, incluindo os valores maximos permitidos (VMP)
para a concentracdo de agrotoxicos em aguas de abastecimento humano. Em 04 de maio do
2021, o anexo XX foi alterado pela Portaria GM/MS n° 888 e mais agrotdxicos passaram a ser
monitorados, totalizando 40 pardmetros estabelecidos pela portaria, incluindo os metabdlitos e

isbmeros de alguns dos principios ativos.

A vigilancia da qualidade da &gua é coordenada pelo Ministério da Salde através do
Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da Agua para consumo Humano (VIGIAGUA),
cujos resultados sdo sistematizados no SISAGUA (Sistema de Informacdo de Vigilancia da
Qualidade da Agua para Consumo Humano), sendo este um instrumento do Ministério da Satde
para avaliacdo da qualidade da agua fornecida pelas concessionarias de abastecimento de &gua,
bem como das agOes Vigilancias Ambientais estaduais e municipais objetivando auxiliar o
gerenciamento de riscos a salde associados a qualidade da dgua destinada ao consumo humano,
integrando parte das acGes de prevencdo de agravos e de promogdo da salde, previstas no
Sistema Unico de Satde (SUS). O sistema ¢ alimentado com dados inseridos rotineiramente
pelos profissionais do setor saude (Vigilancia) e pelas concessionarias responsaveis pelos
servicos de abastecimento de agua (Controle) e permite a geracéo de relatérios sobre as formas
de abastecimento utilizadas pela populacdo e a respectiva qualidade da agua consumida
(SISAGUA, 2023; VIGIAGUA, 2023).

Determinando o principio ativo, € possivel atraves da estrutura quimica e suas
respectivas propriedades fisico-quimicas, indicar a dindmica do composto no ambiente,

incluindo sua mobilidade e degradacéo, analisando o potencial de contaminacao das aguas por
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meio de modelagem matematica. Os resultados desses estudos normalmente sdo apresentados
na forma de indices e intervalos numéricos, tais como os critérios da Agéncia de Protecdo
Ambiental Norte-Americana (EPA, Environmental Protection Agency), o indice de
vulnerabilidade de &guas subterraneas (GUS) (Groundwater Ubiquity Score) e o método de
Goss, que sdo os critérios de avaliacdo do potencial de contaminagéo de aguas superficiais.
Sendo assim, o principal mecanismo para avaliar esse impacto é a promocéo de politicas
voltadas a saude e ao meio ambiente e realizar o monitoramento da qualidade da agua
(SZEKACS; MORTL; DARVAS, 2015), sendo este ultimo, feito através de anélises
laboratoriais periodicas da agua e/ou solo, de acordo com os agrotoxicos utilizados em
determinada cultura (FERREIRA FILIZOLA et al., 2002; POSSAVATZ et al., 2014)

2.6 Técnicas analiticas para analise de agrotoxicos em agua — Extracdo em Fase
Sélida (EFS) e Cromatografia em fase Gasosa acoplada ao Espectrometro de
Massas com triplo quadrupolo (CG/EM-EM)

2.6.1 Extracdo em Fase Sélida (EFS)

A EFS, surgiu por volta dos anos 70 e é uma das principais técnicas de preparo de
amostras de matrizes mais complexas, tanto bioldgicas como ambientais (LANCAS, 2004).

O processo de extracdo em fase sélida, compreende 4 etapas: condicionamento do
cartucho para recebimento da amostra, adicdo da amostra, lavagem para remocao de

interferentes e eluicdo dos analitos de interesse. As etapas estdo ilustradas na Figura 6.

Lo -

AMOSTRA

LAVAGEM
ELUICAO

CONDICIONAMENTO

A
A

ANALITO A INTERFERENTE

Figura 6: Esquema de Extracdo em Fase Solida (EFS)
Fonte: adaptado de (LANCAS, 2004).
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No processo de extracdo (Figura 6), o cartucho contendo a silica ideal para os analitos
de interesse, é condicionado com solventes organicos, com o objetivo de ativa-lo para o
recebimento da amostra. Na proxima etapa do processo, ocorre a adi¢do da amostra e os analitos
ficam aprisionados no cartucho, devido as suas interacdes com a fase sélida. A etapa de lavagem
pode ser adicionada ou dispensada do processo, dependendo do tipo de matriz a ser trabalhada
e 0s provaveis interferentes advindos da mesma. Caso seja necessaria a etapa de lavagem, deve
ser feita com um solvente capaz de remover apenas os interferentes e manter os analitos. A
ultima etapa, consiste na eluicao dos analitos retidos nos processos anteriores. Nesse momento,
é imprescindivel fazer uso de um solvente mais potente que seja capaz de carrear os analitos
(ANDRADE-EIROA et al., 2016).

Esta técnica apresenta excelente recuperacdo e eficiéncia em relagdo a extracdo de

agrotoxicos, sendo a mais adequada para este trabalho.

2.7 Validagdo de métodos analiticos

De acordo com a orientacdo do Inmetro para a validacdo de métodos analiticos (DOQ-
CGCRE-008, revisdo 09, junho de 2020), os métodos utilizados em laboratério devem estar
adequados ao uso pretendido. Portanto, devem ser validados métodos ndo normalizados,
métodos criados/desenvolvidos pelo préprio laboratério, métodos normalizados usados fora dos
escopos para os quais foram concebidos, além de ampliaces e modificaces de métodos
normalizados. Os pardmetros de validacdo, bem como os critérios de aceitacdo, devem ser
estabelecidos previamente a validacdo, devendo ser considerada sua aplicabilidade ou ndo. S&o
eles: seletividade, linearidade (faixa de trabalho, faixa linear de trabalho), limite de deteccao
(LD), limite de quantificagdo (LQ), tendéncia/recuperacdo, precisdo (repetibilidade, preciséo
intermediaria e reprodutibilidade), robustez, sendo este parametro considerado opcional
(INMETRO, 2020).

2.7.1 Linearidade e sensibilidade

A linearidade é o parametro do método analitico capaz de produzir resultados que sdo

diretamente proporcionais & concentragdo do analito em amostras, em determinada faixa de
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trabalho. Apds a identificacdo, a sua qualificagdo depende da relagdo entre a concentracdo dos
analitos pesquisados e a resposta do detector para cada um deles.

E comum determinar a sensibilidade durante a avaliagdo da linearidade, utilizando o
coeficiente angular ou inclinacdo da curva analitica, sendo considerado o método mais sensivel
quando pequenas variacOes de concentracdo causam maiores variagdes de resposta do
equipamento.

Sé&o sugeridos no minimo cinco pontos para a curva de calibracdo, mantendo a coeréncia
com o numero de replicatas utilizado na rotina. Para a confec¢do da curva analitica através de
regressao linear, os valores discrepantes devem ser desconsiderados aplicando testes, como por
exemplo o de Grubbs, e a homocedasticidade (homogeneidade da variancia dos residuos) é
verificada através do teste de Cochran ou de Levene (EUROPEAN COMMISSION
DIRECTORATE-GENERAL FOR HEALTH AND FOOD SAFETY, 2021) .

2.7.2  Limite de Detecgao

O limite de detec¢do do método analitico (LD) é definido como a menor concentracdo
do analito, determinada por um sinal gerado pelo equipamento e que difere do sinal que
caracteriza o ruido. Determina-se através de uma anélise completa de uma matriz que contenha
0 analito, em uma concentracdo baixa. Com estes resultados, multiplica-se o valor de t
unilateral, com 99% de confianca da distribuicdo de Student pelo desvio padrdo das replicatas
deste nivel baixo de concentragdo (EUROPEAN COMMISSION DIRECTORATE-
GENERAL FOR HEALTH AND FOOD SAFETY, 2021).

2.7.3  Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo do método analitico (LQ) corresponde a menor concentragao
do analito, medida e quantificada em um nivel aceitavel de tendéncia e precisdo,
correspondendo ao ponto da curva analitica de menor valor de concentracdo, ou ainda podendo
ser calculado pelo valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios padrdo (EUROPEAN
COMMISSION DIRECTORATE-GENERAL FOR HEALTH AND FOOD SAFETY, 2021).
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2.7.4 Tendéncia / Recuperagdo

A tendéncia de um método analitico pode ser verificada pelo uso de materiais de
referéncia certificados (MRC), participacdo em comparacOes interlaboratoriais e realizagéo de
ensaios de recuperagdo (INMETRO, 2020).

A exatiddo ¢ avaliada numericamente através da tendéncia.

Através dos materiais de referéncia certificados, a performance do método pode ser
avaliada de trés formas distintas: atraves do calculo do seu erro relativo (comparacdo dos
resultados obtidos com aqueles declarados pelos MRC); pelo score-z (através da participacdo
de ensaios interlaboratoriais); através do erro normalizado (expressdo da incerteza da medida
realizada).

A recuperacdo pode ser expressa pela razdo entre o valor observado na analise,
subtraindo o valor do branco e o valor esperado, multiplicado por 100. Ela pode ser estimada
através da analise de matrizes fortificadas com quantidades conhecidas do analito de interesse,
pelo menos em trés niveis de concentragdo (EUROPEAN COMMISSION DIRECTORATE-
GENERAL FOR HEALTH AND FOOD SAFETY, 2021).

2.8 Técnicas analiticas para degradacdo de agrotoxicos através de processos

oxidativos avancados

A tecnologia de processos de oxidacgéo avancgados, que inclui o tratamento por aplicacao
de ozonio (O3) (KING et al., 2020) tem se mostrado eficaz porque O3 € capaz de reagir com
varios compostos organicos e inorganicos devido ao seu alto potencial de oxidacao (E0 = 2.1
V), que é maior do que Cl2 (EO= 1.4 V) e KMnO4 (E0 = 1.7 V). Outra vantagem dessa aplicagido
é que o produto gerado em sua degradacdo € o oxigénio (O2), elemento ndo poluente
(MAHMOUD,; FREIRE, 2007).

(DE SOUZA et al., 2020) otimizaram um método de aplicagdo de o0zdnio utilizando o
mesmo tipo de reator (ROPP) deste trabalho, para purificacdo e desinfeccdo de aguas
residudrias bovinas. Quatro tempos foram testados no tratamento (0,5h, 1 h, 1,5he 2 h). Dentre
os resultados de cada parametro avaliado, destacaram-se remog¢édo de DQO (Demanda Quimica

de Oxigénio) e DBOs (Demanda Bioquimica de Oxigénio de 5 dias) entre 55% e 64% em 2
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horas. Remocéao completa de 6leos e graxas e o percentual de remocao dos sélidos totais e dos
solidos suspensos totais entre 65,7 e 93,5%, respectivamente, ambos no tempo de 2 horas.
Coliformes fecais com remocdo acima de 99% em 1,5 hora. O método mostrou-se eficiente e
as aguas residuarias da bovinocultura, poderiam ser utilizadas para irrigacdo de culturas cruas
ou lancadas em corpos hidricos de acordo com a legislacéo brasileira.

Outro trabalho utilizou aplicacdo de o0z6nio com reator ROPP associado a uma
membrana de ultrafiltracdo (UF), para tratamento terciario de efluentes e o tempo de reacao foi
de 40 minutos. No primeiro momento foi utilizado apenas o ozbnio, e a remocao de DQO foi
de 39,5% enquanto a de DBOs foi de 45,4%. No segundo momento, a membrana de
ultrafiltracdo foi associada ao 0z6nio e os resultados observados para 0s mesmos parametros
aumentou em aproximadamente 50%, sendo o de DQO 89,13% e DBOs 95,41%. Coliformes
fecais atingiu 100% de remocdo no mesmo tempo de reacdo. (CLEM; MENDONCA, 2022)

Diante do que foi exposto, este estudo justifica-se pela necessidade de desenvolvimento
de uma tecnologia com capacidade para a degradacdo de agrotoxicos em agua para consumo
humano e ambiental, aliando pela primeira vez, trés técnicas (EFS, ROPP e CG/EM-EM) para
este ensaio. De acordo com a literatura, a aplicacdo de ozénio em diferentes tempos de reacéo,
tem se mostrado eficiente para outras matrizes como solo, alimentos, dguas residuérias de
bovinocultura e efluentes terciarios, contendo outros contaminantes além de agrotoxicos e

portanto, pode ser uma poderosa ferramenta para esse fim.
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3.MATERIAIS E METODO

Este trabalho envolveu, basicamente, quatro etapas distintas: definir quais agrotoxicos
seriam estudados; otimizar e validar o processo de extracdo em fase sélida (EFS) e anélises
cromatografica e espectrométrica dos compostos que ja eram utilizados no laboratorio; testar e
validar a degradacgdo destes compostos através do processo de ozonizacgdo; avaliar a qualidade
da dgua apds esse processo, a partir de teste de toxicidade com Artemia salina.

No primeiro momento, foi feita a escolha dos agrotdxicos a serem estudados. Apos essa
escolha, os padrbes foram pesados e preparados para as analises. Em seguida, foi executada a
validacdo da metodologia de extracdo de agrotoxicos em &gua por EFS e andlise por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas com triplo quadrupolo,
tendo como objetivo otimizar as etapas da marcha analitica, reduzir volumes de amostra e de
solventes e otimizar as condi¢Bes espectrométricas e cromatograficas. Uma vez otimizada esta
etapa, foi testado o processo de oxidacdo avancado para degradacdo de agrotoxicos utilizando
0 0zo6nio, em diferentes tempos de reacdo. Definida a cinética de degradacéo capaz de degradar
100% dos compostos, as amostras foram avaliadas no que tange a qualidade para consumo ou
reuso, atraves de ensaio de toxicidade com Artemia salina.

Todos os experimentos conduzidos neste estudo foram realizados no Setor de
Agrotéxicos do Laboratério de Toxicologia do Centro de Estudos da Sadde do
Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH), centro da Escola Nacional de Saude
Pablica Sérgio Arouca (ENSP), nas dependéncias da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).

3.1 Selecdo dos agrotoxicos escolhidos

A escolha dos agrotoxicos foi norteada de acordo com critérios de consumo
estabelecidos nos boletins anuais disponibilizados pelo IBAMA, pelo alto nivel de toxicidade,
por constarem na portaria GM/MS N° 888/21 (que define pardmetros de potabilidade da agua
para consumo humano) e pela possibilidade de analise por cromatografia em fase gasosa, visto
que é um dos métodos utilizados para avaliacdo de residuos de agrotoxicos em agua. Atendiam
a todos os criterios, 4 compostos listados no ranking dos 10 agrotoxicos mais utilizados no pais,
definidos pelo IBAMA. Foi utilizado o ranking do ano de 2020, ultimo disponibilizado até

novembro de 2022, periodo em que as analises foram finalizadas. Os 4 selecionados foram:
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atrazina, clorotalonil, malationa, clorpirifos. Acefato foi selecionado inicialmente, porém néo
teve recuperacdo satisfatoria no método de EFS, necessitando de mais experimentos para
adequacdo, ja que respondia bem a andlise cromatografica. Em relacdo ao imidacloprido,
glifosato e seus sais, 2,4-D, mancozebe, e enxofre, foram substituidos ja que 0s mesmos nédo
podem ser analisados por cromatografia em fase gasosa, em fungéo de suas propriedades fisico-
quimicas, principalmente a termolabilidade.

Como a proposta inicial era utilizar os agrotoxicos que estavam listados entre os 10 mais
usados no pais e por tudo que foi explicado anteriormente, ndo pdde ser executada, foi ampliado
0 espectro para selecionar mais 3, totalizando 7 agrotdxicos que estivessem entre 0s 50 mais
consumidos no pais, com consumo superior a 2 mil toneladas por ano. Esta definicdo teve como
objetivo fornecer maior nimero de substancias analisadas, ampliando a variedade de classes
quimicas com diferentes propriedades fisico-quimicas. Sendo assim, por responderem bem a
andlise por cromatografia em fase gasosa, por possuirem nivel de toxicidade alto, por estarem
entre os 50 agrotéxicos mais consumidos no pais e terem consumo nacional acima de 2 mil
toneladas, os 3 compostos que foram inseridos a pesquisa foram: lambda-cialotrina,

trifloxistrobina e trifluralina.

3.2 Preparo das soluc@es dos padrdes de agrotdxicos selecionados

Tabela 1: Concentracdes dos agrotoxicos nas solucbes-estoque

[]

solucdo- solucio para solucédo
Agrotdxicos Puoreza estoque otir%izapao individual de

& individual ¢ trabalho

ug mL* hg mt ug mL*
Atrazina 100 2410 5 1
Clorpirifos 100 2060 5 1
Clorotalonil 98,9 2500 5 1
lambda - Cialotrina 99,9 2500 5 1
Malationa 99,9 2800 5 1
Trifloxistrobina 100 2520 5 1
Trifluralina 98,5 2405 5 1
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Os padrbes foram preparados pesando-se em torno de 5mg de cada um dos sete
compostos escolhidos, em frascos de vidro &mbar, com tampa de plastico e batoque de teflon.
Apds a pesagem, direto no frasco, foram adicionados 2mL de acetona, homogeneizados,
identificados e armazenados em freezer a -20°C. Apenas o clorpirifés foi preparado com
metanol, por apresentar melhor solubilidade para este solvente.

A maioria dos padrdes apresentava pureza maior que 99% e, por esta razdo, ndo foi feita
correcdo da concentracdo considerando a pureza. Entretanto, para o clorotalonil e trifluralina,
que apresentavam purezas de 98,9% e 98,5, respectivamente, foi feito o acerto do volume
levando em conta a pureza dos padrdes, garantindo assim a mesma concentragdo dos demais.

Para as otimizagcdes cromatograficas e espectrométricas, foram preparadas dilui¢cGes
individuais de todos os padrdes na concentragdo de 5 pug mL™2. Para o estabelecimento das
melhores condi¢des no espectrémetro de massas com triplo quadrupolo estas solucdes foram

injetadas individualmente.

3.3 Preparo da curva de calibracdo do equipamento

A curva de calibracdo do equipamento foi preparada a partir de dilui¢bes das solugdes-
estoque a 5 ug mL™. As diluicoes foram preparadas diretamente em vials ambar, com tampa de
rosca e batoque de teflon, com volume de 0,5ml. A curva foi feita com seis pontos de
concentragdo (0,02; 0,05; 0,2; 0,5; 1 e 2 ug mL™?) e os detalhes do preparo podem ser
observados na tabela 2, com os volumes aliquotados para cada ponto.

A curva de calibragdo do equipamento é um teste que antecede a otimizacéo e validacao
da metodologia a fim de conhecer a performance do equipamento em relagdo aos compostos
analisados em diferentes concentragdes. Como as amostras estavam em ng mL7?, as
concentracdes para serem analisadas pelo CG/EM-EM, adotaram o fator de concentracdo do

método de 1000 vezes e foram injetadas em pug mL™.
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Tabela 2: Volumes aliquotados das solugdes-estoque de cada analito de acordo com os pontos
da curva de calibragdo.

[]

N MIX contendo PontoVI PontoV PontolV Ponto Il Ponto Il Ponto |
Agrotoxicos os7analitos  2MgML™  1pgmL™ 05upgmL* 02pg mL™ 0,05pg mL™ 0,02ug mL™*

5ug mLL uL uL uL uL uL uL
Atrazina 5 200 100 50 20 5 2
Clorpirifos 5 200 100 50 20 5 2
Clorotalonil 5 200 100 50 20 5 2
lambda - Cialotrina 5 200 100 50 20 5 2
Malationa 5 200 100 50 20 5 2
Trifloxistrobina 5 200 100 50 20 5 2
Trifluralina 5 200 100 50 20 5 2

3.4 Otimizacdo das condi¢des cromatograficas e espectrométricas

O equipamento utilizado nas andlises foi um cromatégrafo em fase gasosa acoplado a
detector de massas por triplo quadrupolo da marca Thermo Fisher Scientific, modelosTrace
1310 (cromatdgrafo) e TSQ EVO 8000 (espectrdmetro de massas). O gas de arraste foi o hélio
e o de colisdo, o argdnio. As condicdes espectrométricas foram otimizadas a partir de injecao
dos padrdes a 5 pg mL™*, individualmente.

Primeiramente, os compostos foram identificados em modo positivo em full scan
(varredura total dos ions), permitindo assim identificar os tempos de retencéo e a intensidade
de cada composto e em SRM (monitoramento seletivo de reacdo pela avaliagdo de fragmentos
de ions selecionados), sendo possivel programar o equipamento para identificacdo e
quantificacdo apenas de ions alvo, qualificando os analitos de interesse.

Foi otimizado um método cromatografico especifico para esse estudo, de modo que
todas as condic¢des de anélise para cada analito, como tempo de retencéo, ions precursores, ions
produtos e energia de colisdo, foram bem estabelecidas, tornando-se uma ferramenta
fundamental para a determinacéo dos residuos de agrotoxicos nos experimentos de remogéo de

ozonio.
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3.5 Parametros de validacdo de métodos analiticos

Os parametros de validagdo utilizados neste trabalho foram baseados na normativa do
Inmetro DOQ-CGCRE-008, revisdo 09, junho de 2020, que orienta a validagdo de métodos
analiticos. A maioria dos parametros foi realizada, mas os parametros de seletividade, precisao
(repetitividade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade), robustez e comparagdes
interlaboratoriais ndo puderam ser executados pela dificuldade de estabelecimento de
cooperagdo com algum laboratorio que dispusesse de equipamento semelhante, durante o
periodo de execucdo deste trabalho, bem como a disponibilidade de diferentes analistas para
avaliacdo dos resultados gerados por eles.

Foram realizados testes de linearidade, sensibilidade, limites de deteccdo e de

quantificacdo e recuperacéo.

3.5.1 Linearidade e sensibilidade

Para a avaliacdo da linearidade, foi produzida a curva de calibracdo dos analitos na

matriz, com o objetivo de verificar a resposta do equipamento em funcdo do aumento da
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concentracdo. A faixa de concentracdo escolhida reflete o que se espera encontrar em aguas de
superficie, de acordo com a literatura nacional e internacional, levando com consideracdo o
fator de concentracdo das amostras de 1000 vezes, partindo de 100mL de agua para o volume

de 100 pL. A curva de calibracdo tem seus valores demonstrados na tabela 3.

Tabela 3: Concentracdo dos analitos em cada ponto de fortificag&o.

[1]

Agrotoxicos MIX contgndo PontoVlI PontoVV PontolV Ponto Il Ponto Il
os7analitoss npngmL? ngmL* ngmL?  ngmL? ngmL?
ng mL™*
Atrazina 5 2 1 0,5 0,2 0,05
Clorpirifés 5 2 1 0,5 0,2 0,05
Clorotalonil 5 2 1 0,5 0,2 0,05
lambda - Cialotrina 5 2 1 0,5 0,2 0,05
Malationa 5 2 1 0,5 0,2 0,05
Trifloxistrobina 5 2 1 0,5 0,2 0,05
Trifluralina 5 2 1 0,5 0,2 0,05

Os cinco pontos da curva foram feitos em triplicata, conforme orientacdo do Inmetro,
que preconiza que o numero de replicatas deve refletir a rotina do laboratério e pelo custo
elevado dos cartuchos da extracdo em fase solida, muitas vezes s6 permite uma analise por
amostra.

A transicdo de maior intensidade foi considerada para a quantificacdo dos analitos e,
partir dela, através da equacdo da reta y = ax + b foi possivel fazer a determinacdo dos
coeficientes de intersecdo (b) e inclinagdo (a), sendo y a resposta medida, e X a concentracao.

A partir dos resultados da curva de calibracdo, foi determinada a faixa de trabalho
tambem.

A sensibilidade do método é razdo da variacdo da resposta, por concentragdo, e é
calculada por S = dx / dc, sendo S = sensibilidade, dx = variagdo da resposta do ion alvo e dc =
variagdo da concentracdo (ng mL™). A sensibilidade foi expressa pelo coeficiente angular da
curva de calibracdo. (INMETRO, 2020)

3.5.2 Limite de Detecgao
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O limite de detecgéo, foi estabelecido a partir de 7 replicatas do menor ponto da curva
de calibracdo, feitas em dois dias diferentes. Esse ponto corresponde a concentragdo de 0,05 ng
mL! para todos os analitos. A partir dos resultados, o limite de deteccdo foi calculado a partir
da expressao:

LD =t(n-1, 1-a).s

Onde t é a distribuicdo de Student, para n-1 graus de liberdade, e grau de confianca de
1-a, e s € o desvio padrao do menor ponto de fortificacao.

O valor de t tabelado para 6 graus de liberdade com um intervalo de confianca de 95%

é de 1,943, que foi usado para o célculo do LD.

3.5.3 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo também foi determinado a partir de 7 replicatas do ponto de
0,05 ng mL™, menor ponto da curva de calibracgéo, feitas em dois dias diferentes. O limite de
quantificacédo foi estabelecido a partir da expressao:
LQ=10xs
Onde s € o desvio padrdo das 7 replicatas no menor ponto da curva.

3.5.4 Recuperacéo

A recuperacao foi avaliada através das fortificacbes 3 pontos da curva de calibracdo,
um baixo, um intermediario e um alto (pontos 0,05; 0,5; 2 ng mL™) em triplicata. Os
experimentos foram feitos com fortificacdes de agua tipo | antes da extracdo, para avaliar a
concentracdo inicial e apds a evaporagdo, sendo estas consideradas 0 100% de recuperagdo do
método analitico.

Foram calculados o desvio padréo e coeficiente de variacdo para cada ponto da curva.
O critério de aceitagdo do método foi a recuperacdo média de todos os pontos compreendida na
faixa de 60 a 115% (AOAC INTERNATIONAL, 2016; INMETRO, 2020).

A expresséo utilizada para calcular a recuperacéo foi:
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concentracdo obtida

Recuperacdo (%)= —
concentracdo adicionada

x 100

3.6 Otimizacédo da metodologia de extracdo de agrotoxicos em agua por SPE

Antes do processo de ozonizacdo foi necessario otimizar o método de extracdo de
agrotoxicos em agua por extracao em fase sélida e anélise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Este método ja era utilizado pelo setor de agrotoxicos do CESTEH,
mas foram necessarias adaptacdes que tornariam sua execu¢do mais rapida e com menor custo.
Os testes objetivaram, especificamente, reduzir o volume de amostra de 500mL para 100mL,
reduzir os volumes e substituir alguns solventes organicos e aumentar a concentracdo da
amostra com evaporacao total sob N2 (evaporacdo a secura) e posterior ressuspensdo. Apoés a
execucdo de cada teste, era verificado se a modificacao feita no método impactaria ou ndo na
recuperacdo dos analitos. Com os testes feitos, foi possivel definir a melhor marcha analitica,

conforme demonstrado nos esquemas abaixo.

Figura 8: Extracdo de agrotdxicos em agua

24



Teste 1: Método com reducgdo de volumes de solventes e evaporacao total até 100uL

(cartucho Oasis)

Condicionamento Evaporacao

« 3mL de DCM;
» 3mL de AcEt:Hex (20:80);
» 3mL de AcEt:Hex (80:20);
* 3mL de MeOH,;

* 3mL de H,O.

« 3mL de AcEt:Hex (20:80);

« 3mL de AcEt:Hex (50:50);

« 3mL de AcEt:DCM
(80:20);

* 3mL de DCM.

* Evaporar até 100pL;
* Adicionar 10puL do PI
(padrdo  interno) a
1lpg/mL

Teste 2: Método com reducao de volumes e evaporacao total com ressuspenséao (cartucho
Oasis)

Condicionamento Evaporacéo

« 3mL de DCM;
« 3mL de AcEt:Hex (20:80);
« 3mL de AcEt:Hex (80:20);
* 3mL de MeOH;

* 3mL de H,0.

« 3mL de AcEt:Hex (20:80);

* 3mL de AcEt:Hex (50:50);

* 3mL de AcEt:DCM
(80:20);

* 3mL de DCM.

*Evaporar a  secura
(evaporacdo total da
amostra),  ressuspender
com 100uL de Hexano e
adicionar  10uL  do

padrdo interno a 1pug/mL

Teste 3: Método com alteracéo dos Solventes (Cartucho Oasis)

Condicionamento Evaporacéo

«Evaporar &  secura
(evaporacdo total da
amostra),  ressuspender
com 100pL de Hexano e
adicionar  10uL  do
padrdo interno a 1ug/mL

» 3mL de Hexano;

* 3mL de DCM:Hex
(50:50);

» 3mL de DCM.

» 3mL de Hexano;
» 3mL de Metanol;
+ 3mL de Agua.

Teste 4: Método com alteragéo dos Solventes e do cartucho (Cis)

Condicionamento Evaporacéo

«Evaporar a  secura
(evaporagdo total da
amostra),  ressuspender
com 100pL de Hexano e
adicionar  10pL  do

padrdo interno a 1pug/mL

» 3mL de Hexano;

*3mL de DCM:Hex
(50:50);

«3mL de DCM.

» 3mL de Hexano;
» 3mL de Metanol;
+ 3mL de Agua.
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3.6.1 Principais modificagdes feitas entre os testes de otimizagéo

Foram feitos quatro testes de otimizacdo em duplicatas e nas seguintes concentracdes:
0,05 ng mL?, 0,5 ng mL? e 2 ng mL? (fortificagdes feitas antes da extracio e apds a

evaporacao).

Teste 1: Método com reducédo de volumes de solventes e evaporacao até 100pl

(cartucho Oasis)

O objetivo principal foi reduzir a quantidade dos volumes de condicionamento e eluigéo,
que antes eram de 9 mL dos solventes descritos no esquema acima, para 3mL, sendo essa a
Unica alteracdo do método original.

Apesar da reducdo de volumes ter sido satisfatéria e os compostos permanecerem com
recuperacdo dentro da faixa aceitavel, havia a necessidade de diminuigdo das etapas da marcha
analitica, como por exemplo, retirar a etapa de evaporacao até 100pL e passar para evaporagdo

total ou “secura”. Esse procedimento seria testado nos testes subsequentes.

Teste 2: Método com reducdo de volumes e evaporacgdo total com ressuspensao
(cartucho Oasis)

Neste teste foi mantido o cartucho OASIS HLB 60mg/3mL de fase hibrida, por
apresentar propriedade de retencdo hidrofilica e hidrofobica, ideal para analise de agrotdxicos
em agua, sendo capaz de reter uma variedade de compostos e apresentar recuperacao dentro da
faixa de referéncia das normas recomendadas. (INMETRO, 2020)

O teste mantém as outras condic¢des do anterior, porém a etapa de evaporagdo até 100uL
foi substituida por evaporacao total, com posterior ressuspensdo com 100puL de hexano ao final
da etapa de evaporacdo. Com a evaporagao a secura, o fator de concentracao foi de 1000 vezes,
favorecendo a analise de alguns compostos que ndo respondiam bem no método anterior.

Apesar as recuperagdes estarem dentro da faixa aceitdvel, o0 método utilizava varios
solventes. Foi necessario modificar os solventes de condicionamento e eluicdo, retirar as

misturas de acetato de etila e hexano e diminuir ao maximo o uso de diclorometano.
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Teste 3: Método com alteracéo dos solventes (cartucho Oasis)

No teste 3, foi realizada a troca dos solventes de condicionamento e eluicdo para
diminuir o uso de solventes e as etapas da marcha analitica. As misturas de acetato de etila e
hexano foram retiradas tanto do condicionamento quanto da eluigdo, permanecendo somente o
hexano. O diclorometano permaneceu somente na etapa de eluicéo.

As recuperacdes dos testes anteriores mantiveram a faixa aceitavel, porém o cartucho
C18 precisava ser testado, por apresentar menor custo em relacdo ao Oasis, por ja ser utilizado
no laboratério em outras metodologias de extracdo de agrotoxicos em matrizes bioldgicas,
tendo étima recuperacdo dos analitos.

Teste 4: Método com alteracdo dos solventes e do cartucho (C18)

No teste 4, foi alterado do cartucho de extragdo em fase sélida. O cartucho C18 foi
testado e apresentou recuperacdo dentro da faixa aceitavel 60% a 115% para todos os analitos).
Dessa forma foi possivel otimizar o método, reduzindo significativamente os volumes e
substituindo solventes, demonstrando celeridade no processo analitico, concentrando mais a
amostra e trocando o cartucho OASIS com maior custo pelo C18, com custo inferior. Essa
otimizacdo foi implementada no laboratério ap6s a validacdo, garantindo assim, maior

capacidade com menor custo.

3.6.2 Descricdo do TESTE 4 (método otimizado e validado):

Consistiu em um método de EFS com cartuchos de octadesilsilica (C18) e utilizacdo de
volume de amostra de 100mL. Inicialmente as amostras, ja em temperatura ambiente, foram
avolumadas em balGes volumétricos de 100mL. Juntamente com cada sequéncia diria, foi
necessario fazer uma curva com 5 pontos de fortificacdo para quantificacdo posterior por
padronizacdo externa e para o controle qualidade. Os pontos da curva de calibracdo foram 0,05
ngmL?0,2ngmL? 05ngmL?, 1ngmLte2ngmL?

No primeiro momento, os cartuchos foram condicionados com 3mL dos solventes
hexano, metanol e agua. Apds o condicionamento, 100mL de amostra foram adicionados aos

cartuchos a um vacuo de 5mm Hg. Em seguida, o vacuo foi aumentado (15mm Hg) para que
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ocorresse a secagem dos cartuchos, garantindo a retencdo dos analitos de interesse e remogéo
da 4gua em sua totalidade. O segundo momento deste método consistiu na elui¢do dos analitos
e evaporacdo a secura. ApoOs a secagem, cada cartucho foi eluido com 3mL dos solventes
hexano, mistura de diclorometano e hexano (1:1) e diclorometano. Ao produto da eluicdo,
adicionou-se 1mL de isooctano em todas as amostras e iniciou-se 0 processo de evaporagdo a
secura sob atmosfera de N>. Durante a evaporacdo, as paredes dos tubos foram rinsadas ao
atingirem os volumes de 5mL, 3mL e 0,5mL. Atingindo a evaporacdo completa, foi feita
ressuspensdo das amostras com 100uL de hexano, com agitacdo em vortex por 3 segundos e
transferéncia do volume para vials contendo inserts de 150 pL. Como o volume de amostra
inicial é de 100mL e ao final da evaporacao, ha ressuspensao de 100uL de hexano, um fator de
concentracdo final da amostra de 1000 vezes foi alcancado. A técnica para identificacdo e
quantificacdo foi a cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas com
triplo quadrupolo (BARBOSA et al., 2016; CRUZEIRO et al., 2015)

3.7 Otimizacdo do método de ozonizacdo em &gua potavel para remocdo de

agrotoxicos

De acordo com (LEE et al., 2008), o processo de 0zonizagdo associado a flotagdo é mais
econémico do que outros tratamentos avancados e pode atender satisfatoriamente os padrdes
de qualidade de &gua. Este processo usado como tratamento ou pés-tratamento provou ser
eficiente para aguas superficiais contendo agrotoxicos de diversas classes (OLLER; MALATO;
SANCHEZ-PEREZ, 2011; PAZDZIOR et al., 2017). Foi otimizado um método de remoc&o de
agrotoxicos em agua por um reator de 0z6nio — ROPP (Reator com aplicacdo de Ozonio e

Preenchimento Plastico), conforme descrito e exemplificado na Figura 9.
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Figura 9: Esquema do reator de ozonio - ROPP
Fonte: (SOUZA et al., 2020)

Um gerador de O3 (Ozone Generation, GL-3189A, China), com uma taxa de fluxo de
1,3 L min%, pureza de 92% (* 2%) e concentracdo média de 7,8 mg L (= 1 mg LY), foi usado
para conduzir o experimento.

O reator demonstrado na Figura 9 tem um volume atil de 1000 mL, preenchido com
meio plastico poroso (bio-anéis) para maximizar o gas de transferéncia de liquido. Na parte
inferior do reator, um difusor (tamanho de poro de 20 um) foi conectado ao gerador de ozénio.
Algodao € inserido na ponta do reator, a fim de gerar uma atmosfera interna com maior
concentracdo de 0z6nio, evitando o contato direto com o ar atmosférico e com a superficie do
gas/liquido. O algod&do também serve para reter as particulas flutuantes mobilizadas pela forca
de arraste do gas durante o processo de tratamento. A Figura 10 mostra o esquema experimental

realizado para este trabalho com adaptacdes a partir do reator exemplificado na figura 9.
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Figura 10: Esquema degradagéo de agrotdxicos em &gua por ozonizagdo

Para a otimizacdo do método de degradacdo de agrotdxicos por ozodnio, foram feitos 4
experimentos descritos a seguir. Em todos os testes de cinética de remocdo, as amostras foram
fortificadas, de forma individual, com a concentragdo estabelecida de 1 ng mL™* em 1000 mL
de &gua tipo I, que corresponde ao que costuma ser relatado em amostras reais. (PANIS et al.,
2022). Ao final de cada experimento com o Oz, em todas as amostras foi feito o procedimento
de extracdo em fase solida e posterior analise por cromatografia em fase gasosa com
espectrometria de massas para quantificacdo dos experimentos (modo SRM).

3.7.1 Experimento 1: verificacdo da degradacdo dos analitos com divisdo do
fluxo de Os
No primeiro experimento, cada amostra previamente fortificada foi submetida a
diferentes tempos de reacdo com o objetivo de avaliar o percentual de remogéo e produtos de
transformacéo de cada um dos compostos.
Cada um dos equipamentos de geragdo de O3 gerou uma concentragio de 1000 mg h.
Nesse primeiro teste, cada equipamento continha 2 analitos e os tempos testados foram 0 (sem
tratamento), 30, 60, 90, 120 e 150 minutos.
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3.7.2 Experimento 2: verificacdo da degradacdo dos analitos sem diviséo do
fluxo de O3

Foi observado no experimento 1 que a degradacdo ndo ocorreu conforme o previsto.
Decidiu-se entdo repetir o experimento 1, com duas modificacOes, a realizacdo do experimento
em duplicata e sem divisdo do fluxo de ozbnio. Todas as demais condi¢Ges foram mantidas

neste segundo teste.

3.7.3 Experimento 3: Primeira curva de degradacdo — exploratoria

No experimento 2, ficou evidenciada a eficiéncia do oz6nio, quando dedicada a
concentracio maxima de 2000 mg h para cada analito de forma individual. Dessa forma,
observou-se que 5 dos 7 analitos testados atingiram 100% de degradacéo no tempo de reagéo
de 30 minutos, sendo eles atrazina, clorpirifés, malation, I-cialotrina e trifluralina.

Para construir a curva e verificar o percentual de degradacao em func¢éo do tempo, foram
testados os tempos de reacdo a cada 5 minutos até o tempo de 30 minutos. A curva foi feita com
um total de 7 pontos testados: 0 (amostras sem tratamento), 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, em
duplicata.

Em relacdo ao clorotalonil e trifloxistrobina, os tempos iniciais da curva preliminar
foram mantidos e ndo foram repetidos neste experimento, ja que para estes analitos o tempo de

degradacéo foi superior a 30 minutos.

3.7.4 Experimento 4: Segunda curva de degradacdo — confirmatoria

A fim de obter a confirmagdo do teste 3, um 4° experimento foi necessario, ja que alguns
compostos como lambda-cialotrina, trifluralina e malationa atingiram 100% da degradacao da
concentragéo inicial, em até 10 minutos, sendo este um resultado muito satisfatorio, mas que
precisou ser confirmado.

Neste teste, as amostras foram feitas em triplicata e a curva inicial do clorotalonil e

trifloxistrobina foi repetida.

31



ApoOs a realizacdo do experimento 4, foi possivel estabelecer o percentual de
degradacdo, em cada um dos tempos de reacdo, para cada analito testado. Além disso, cada
analito que apresentava degradacdo de 100%, em determinado tempo especifico, foi analisado
em modo full scan, com o objetivo de identificar se houve algum produto de degradacéo que

apresentasse toxicidade relevante.

3.8 Ensaio de toxicidade com Artemia salina

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado no Laboratério de Toxicologia do
Cesteh/Fiocruz e teve como base a norma brasileira ABNT 12713 de 2016. A norma utiliza
como organismo a Daphnia spp em diferentes etapas do ciclo evolutivo e este ensaio foi
adaptado para Artemia salina ja em fase adulta.

O experimento foi feito em 4 replicatas para cada analito mais o controle. O objetivo foi
verificar nos intervalos de 24 e 48 horas, quantos organismos ainda apresentavam
caracteristicas vitais.

As amostras utilizadas neste teste, foram as que atingiram o percentual maximo de
degradacdo. Degradaces com tempos de 30 minutos (atrazina, clorpirifés, malation, I-
cialotrina e trifluralina), 120 minutos (trifloxistrobina) e 150 minutos (clorotalonil).

Os testes foram feitos em recipientes plasticos, com capacidade para 250 mL, contendo
150 mL de &gua ozonizada e 25 organismos. O pH da agua estava em 7,6 para todas as amostras
e os controles. A temperatura da sala variou entre 18°C e 22°C e fotoperiodo foi de 12h, sem
alimentacdo. Apos 24 horas, foram contabilizados e registrados, 0s nimeros de organismos
moveis e imoveis. Ao final das 48 horas, o experimento foi concluido e houve repeticdo do
procedimento anterior. A tabela 4, apresenta um resumo das condig¢des experimentais (ABNT
12713, 2016).

Para a determinacgdo da toxicidade, utilizou-se o item 6.4 da norma “determinacgio
qualitativa”, que se aplica perfeitamente a este estudo, uma vez que nao houve diluicdo das
amostras. Para que o resultado seja expresso como “ndo toxico” precisa ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre o nimero de organismos imoveis e 0 nimero de organismos
dos controles. Se houver diferenca significativa, o resultado serd expresso como “téxico”
(ABNT 12713, 2016).
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Tabela 4: Condigdes experimentais do ensaio de toxicidade aguda com

Artemias salinas.

Requisitos

Conduta

Organismo - teste

Artemia salina sp

Fase do ciclo evolutivo adulta
Tipo de ensaio Estatico
Periodo de exposic¢ao 48 horas
Amostra Agua ozonizada recosntituida
Volume de amostra no recipiente 150 mL
NUmero de organismos por amostra 25
Numero de replicatas 4
Temperatura da sala 18°Ca 22°C
Fotoperiodo 12 horas
Alimentacdo nenhuma durante as 48 horas
Efeito observado imobilidade

Expressdo dos resultados

téxico ou ndo toxico

3.9 Analises estatisticas dos resultados

A avaliacgdo das areas das amostras, tanto na validacdo da metodologia de extracdo em
fase solida, quanto nos ensaios de degradacdo de agrotoxicos, foi feita no software Microsoft
Excel®, versdo 2010.

A quantificacdo das areas das amostras foi feita por padronizacdo externa, com
utilizacdo da expressao de equacéo da reta e correlacdo linear da reta.

Na andlise estatistica descritiva do ensaio de toxicidade, foi verificado se havia ou ndo
normalidade através do teste de Shapiro-Wilk. Verificando que a amostragem ndo seguia um
padréo de normalidade, uma vez que as amostras sdo ndo parameétricas, o teste escolhido para
verificacdo da significancia e atribuicdo do parametro “toxico” ou “néo toxico”, foi o de Mann-
Whitney. O software responsavel por essas analises foi Jamovi®, versdo 2022. (JAMOVI,
2022)
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao das condi¢des cromatograficas e espectrométricas

Posteriormente a extracdo em fase sélida, as amostras precisam ser qualificadas e
quantificadas. Para tanto, as condi¢Ges cromatograficas e espectrométricas precisam estar
otimizadas para que possa ser feita a avaliacdo da metodologia, bem como verificar se garantem
gue o0 método atende ao uso pretendido.

Apos a identificacdo dos tempos de retencdo através da injecdo dos padrbes de
agrotoxicos, foram selecionados o ion quantificador e outros dois qualificadores, cada qual na
sua melhor energia de colisdo. A energia de colisdo que apresentou maior sensibilidade tanto
para ions quantificadores (os mais abundantes) como qualificadores, foi escolhida e utilizada
na validacéo desta metodologia.

As condicOes cromatogréficas demonstradas na Tabela 5, foram testadas no modo de
ionizacdo positivo e fonte de ionizacdo por impacto de elétrons. Para parametros como
temperatura (injetor, linha de transferéncia e fonte de ions), fluxo de gas de arraste, modo e
volume de inje¢do, dentre outros e escolhidas ap6s alguns testes de otimizagdo considerando as
propriedades fisico-quimicas de cada composto de forma isolada e em conjunto. A coluna
cromatografica que apresentou melhores resultados foi da marca Thermo Scientific, com 30m
de comprimento, didmetro interno de 0,25mm, espessura do filme de 0,25um, faixa de
temperatura de -60 até 320/350°C e fase similar a 5% fenil metilpolisiloxano.

As condicgdes cromatogréaficas e espectrométricas deste trabalho sdo equiparaveis aos
trabalhos de (CASSOLI et al., 2017; DONATO et al., 2015; SCHWANZ et al., 2019).No
entanto algumas modificagfes como volume de injecdo e ajustes na rampa cromatogréfica,

foram necessarias para melhor analise dos agrotoxicos selecionados na matriz trabalhada.
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Tabela 5: CondicGes cromatogréaficas e espectrométricas otimizadas
CONDICOES ESPECTROMETRICAS

Parametro

Condicéo otimizada

Fonte de ionizagédo
Polaridade

Voltagem da lente eletronica
Voltagem do elétron
Frequéncia da guia de ions

Frequéncia do Q1 (Quadrupolo 1)

Frequéncia da cela de colisdo

Frequéncia do Q3 (Quadrupolo 3)

Voltagem da multiplicadora de elétrons

Sensibilidade do detector

Temperatura da linha de transferéncia

Temperatura da fonte de ions
Pressdo

Pressdo do medidor de ions

El
Positivo
15V
70 eV
1670.4
1087.0
1869.0
1087.0
14252V
2.1x10"5
300 °C
300 °C
58 mTorr
3.6x107-6 Torr

CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Tipo de coluna cromatogréafica
Fluxo de hélio (gas de arraste da coluna)

Modo

Tipo de Injecdo

Fluxo da purga
Temperatura do injetor

Temperatura da linha de transferéncia

Temperatura da fonte de ions

Rampa cromatogréfica (inicio)

Rampa 1

Rampa 2

Rampa 3

Rampa 4

Tempo total de corrida
Volume injetado

Trace GOLD TG-5SilMS
ImL/minuto™
Presséo constante
CT SPLITLESS
5mL/min
280°C
300°C
300°C
50° por 2 minutos
10°C/min até 180°C
3°C/min até 230°C
5°C/min até 280°C
15°C/min até 310°C por 7min
51 minutos
2uL
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Figura 11: Cromatograma em full scan dos agrotoxicos a 5ug mL™
1. Trifluralina

Atrazina
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Clorpirifds

Malationa

Trifloxistrobina

Trifenilfosfato (padréo interno)
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Apobs a identificacdo dos tempos de retencdo de cada composto e escolha dos ions

quantificadores, qualificadores e melhores energias de colisdo, foi criado um método no

software do equipamento (Trace Finder 3.2), para que as inje¢bes fossem feitas em SRM

(Selected Reaction Monitoring). A Figura 12, mostra os analitos em uma injecdo no modo SRM,

livres de interferentes, em um cromatograma de ions totais (TIC). A ordem de eluicdo dos

analitos ja foi descrita na Figura 11.
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Figura 12: Cromatograma de ions totais dos agrotoxicos a 5ug mL-1
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A Figura 13 mostra a injecdo em SRM, visualizada do software de trabalho do
equipamento (Trace Finder 3.2), de uma mistura de padrdes dos agrotdxicos deste estudo mais
o padréo interno trifenilfosfato, na concentragéo de 5 ug mL™. E possivel verificar os resultados
por amostra e posterioemente extraidos para uma planilha excel. Ao selecionar a amostra, €
possivel observar cada analito, de forma individualizada, com seu respectivo tempo de retencéo
e area. A presenca do analito é confirmada através da sobreposicéo das trés transicGes setadas

no software correspondente a cada composto (ion quantificador e ions qualificadores).

Data Review - MP 5ppm com TPP 03012023

3C] BB Compound Results =@ =
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1l ©  MPSppm Unknown > m Atrazina Target Compound 553998 1536158 1807 1808 001 M N/A N/A
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Aves: 1536158 - Ares: 1319196 Ares: 917474

Figura 13: Cromatograma em SRM extraido do software Trace Finder.

A Tabela 6, demonstra de forma resumida, algumas caracteristicas dos agrotdxicos
como grupo quimico, formula estrutural, formula molecular, CAS, tempo de retengdo e as
transicOes cromatograficas otimizadas (ions precursores, ions produtos e energias de colisdo).

As figuras 14 e 15, mostram cada um dos agrotoxicos, destacando o tempo de retencédo
e suas respectivas transi¢es cromatograficas, observadas no software Trace Finder 3.2.
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Tabela 6: Caracteristicas dos agrotoxicos avaliados.

Composto Grupo Quimico Férmula Estrutural Formula Molecular Massa Molecular CAS  Tempo de Retencdo [fonPrecursor ionProduto Energia de Colisao
oD 306.1 159.7 20
Trifluralina ~ Herbicida AL CusHicFN:Os 33528 0X098 16.78 306.1 206 10
el 306.1 264.1 8
o 200 122.1
Atrazina Herbicida e CsHi4CINs 215.68 1912-24-9 18.08 200 132
T 215.1 58.1 12
i 228.8 168.8 8
Clorotalonil Fungicida XX CsCLN: 2659 1897-45-6 18.91 265.8 133 36
i 265.8 170 24
125 47 12
Clorpirifés Inseticida 1~ CsHuCINOs08 3506 2921-88-2 20.45 125 79 6
] 285.9 93 20
i 92.8 63 8
Malationa Inseticida =4 . CioH1sOsPS: 330.4 121-75-5 2211 125 79
) 173.1 99 12
s 116.1 89 14
Trifloxistrobina Fungicida 5 ” C20Hi19F3N204 408.4 141517-21-7 31.07 116.1 63 24
. 145 95 14
- 180.9 151.9 22
lambda-Cialotrina  Inseticida }"’A/ C2sHisCIF:NOs 4498 91465-08-6 36.53 197 141.1 10

& 208.1 180.9 8
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Figura 14: TransicBes otimizadas dos agrotoxicos trifluralina, atrazina, clorotalonil,

2.2 223

219 20

clorpirifos e malationa.
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Figura 15: Transi¢des otimizadas dos agrotoxicos trifloxistrobina e lambda-cialotrina

4.2 Otimizacdo do método de extracédo de agrotdxicos em agua por EFS

A otimizacdo do método apresentou percentual de recuperacéao aceitavel (75 a 115%) e
coeficiente de variagdo inferior a 10% para os 4 testes realizados (INMETRO, 2020). A
otimizagdo demonstrou similaridade com outros trabalhos (CASSOLI et al., 2017; MONDAL
etal., 2018)

O teste 1 objetivou a reducdo de volumes de solventes, obteve médias de recuperacao
entre 75 e 98% e o coeficiente de variacdo ficou entre 3 e 8%. O agrotoxico atrazina teve o
percentual de recuperacdo mais baixo (75%), enquanto a malationa teve a recuperacdo mais
alta, 98%, em comparagéo aos demais analitos.

O teste 2 avaliou a reducéo do volume de solventes e evaporagdo completa, tendo
médias de recuperacdo maiores que as do teste 1 para a maioria dos agrotdxicos, variando entre
80 e 98%. Atrazina e lambda-cialotrina, obtiveram 80% de recuperacdo, enquanto a
trifloxistrobina, atingiu 98%, tendo a maior média deste teste. Houve um aumento sutil da
recuperacdo em relacdo ao teste 1 para todos os agrotoxicos, exceto para a malationa que
recuperou 95% neste teste e no anterior 98%. O coeficiente de variacao ficou entre 2 e 9%.

O teste 3 alterou os solventes de condicionamento e eluicdo e a faixa de recuperacao

foi de 85 a 115%. Neste teste, a lambda-cialotrina apresentou 85% de recuperagéo, tendo o
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menor percentual, assim como no teste 2. J4 a trifloxistrobina manteve o maior percentual, em
comparacao aos demais agrotdxicos e atingiu 115% de recuperacdo. O coeficiente de variacdo
ficou entre 4 e 9%.

O teste 4 reduziu volume de solventes, troca de cartucho de extracdo de Oasis para
C18 e evaporacao completa, sendo selecionado para ser validado e aplicado nas analises deste
estudo. A recuperacao ficou entre 88 e 105% e o coeficiente de variacdo, entre 4 e 9%.

CASSOLLI et al., 2017, apresentaram recuperacdo de 64% para o composto trifluralina
com coeficiente de variacdo de 10%. Ja para o clorpirifds, o percentual de recuperacdo foi de
74% e coeficiente de variagdo de 12%. Conforme demonstrado na tabela 7, o método validado
para este trabalho apresentou recuperacdo de 98% para trifluralina e 95% para clorpirifos,
ambos com coeficientes de variacdo inferiores a 5%, demonstrando melhor desempenho.
Diferencas entre os métodos como solventes de condicionamento e elui¢do, além do tempo de
secagem dos cartuchos, podem influenciar na recuperagéo dos analitos.

A Tabela 7, demonstra o percentual médio de recuperacdo e coeficiente de variacao
entre as replicatas dos analitos, nos quatro testes de otimizacdo da metodologia de analise de

agrotoxicos em agua.

Tabela 7: Percentual de recuperacéo e coeficiente de variagdo entre as replicatas dos analitos,
nos 4 testes de otimizacdo da metodologia de andlise de agrotxicos em agua.

TESTES DE OTIM IZA(;AO TESTE 1 TESTE 2 TESTE 3 TESTE 4
Agrotoxicos Rec% CV % |Rec% CV % |Rec% CV % |Rec% CV %
Atrazina 75 6 80 3 90 4 93 9
Clorpirifos 90 3 95 5 94 7 95 4
Clorotalonil 89 3 92 9 97 9 102 6
lambda - Cialotrina 78 8 80 6 85 4 88 6
Malationa 98 8 95 3 98 6 105 7
Trifloxistrobina 95 5 98 8 115 4 99 8
Trifluralina 83 3 87 2 93 7 98 4

A Figura 16, descreve o fluxograma do método de extracdo de agrotoxicos em agua

apos otimizacéo.
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3mL 3mL 3mL
— Hx =  MeOH ™ H,O

Passagem da amostra com vacuo de 5mm Hg;
Ao final, rinsagem dos baldes com agua Milli-Q;
Secagem dos cartuchos por 40 minutos com vacuo
maximo (20mm Hg).

3mL 3mL 3mL
— Hx == DCM:Hx ™ DCM
(1:1)

Adigéo de Inicio da evaporagdo,
1mL de rinsando as paredes dos
isooctano =" tubos com hexano quando
em cada atingir 5mL, 3mL e 0,5mL

e evaporag4o até a secura.

l Ressuspensdo das amostras e do branco com 90uL de
hexano e adigdo de 10 pL a 100 ng mL* do padréo interno
m—  TPP (trifenilfosfato).
Para os fortificados, adi¢do de 100uL de hexano.

Apoés a etapa de RESSUSPENSAO, as amostras foram homogeneizadas em vértex por no
maximo 3 segundos e em seguida transferidas para vials de cor ambar contendo insert com
capacidade para 150pL.

Figura 16: Fluxograma do metodo de andlise de agrotoxicos em agua.
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4.3 Parametros da validacido da metodologia empregados ao teste 4
4.3.1 Linearidade e sensibilidade
A curva de calibracdo construida em acetona permitiu a compreensao da linearidade da
resposta do equipamento. Os resultados da equacdo da reta e coeficiente de correlagdo entre as

varidveis concentracao e resposta do detector, estdo expressos na Tabela 8.

Tabela 8: Equacdo da reta da curva em acetona.

Coeficiente de

Agrotoxicos Equacéo da reta Iigsg:eclizgiia
(R)
Atrazina y = 587.404x - 8.605 0,9998
Clorpirifos y = 948.446x - 23.625 0,9992
Clorotalonil y = 849.502x - 45.241 0,9800
lambda - Cialotrina y =507.865x - 12.196 0,9996
Malationa y = 687.923x - 37.222 0,9800
Trifloxistrobina y = 803.366,x - 29.365 0,9998
Trifluralina y =1.697.149x - 4.755 0,9995

A curva de calibragéo na agua, permitiu avaliar a linearidade do método. Os coeficientes
de variacdo ficaram abaixo de 10% o que é desejavel. Os resultados da equacdo da reta e
coeficiente de correlagdo entre as variaveis concentragdo e resposta do detector, estdo expressos

na Tabela 9.
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Tabela 9: Equacdo da reta da curva em agua.

Coeficiente de

Agrotoxicos Equacéo da reta Iir(is;eclizgiia
(R)
Atrazina y =1.915.147x - 49.398 0,9992
Clorpirifés y =822.782x - 18.600 0,9994
Clorotalonil y =3.814.075x - 328.493 0,9859
lambda - Cialotrina y =596.654x + 5.783 0,9692
Malationa y =9.097.118x - 284.573 0,9995
Trifloxistrobina y =7.348.486x - 36.599 0,9862
Trifluralina y =1.999.285x + 307.430 0,9839

A sensibilidade foi expressa pelo coeficiente angular da reta de calibracdo na agua, em

unidades arbitrarias e estd demonstrada na Tabela 10.

Tabela 10: Sensibilidade expressa pelo coeficiente angular da equacao da reta em agua.

Agrotoxicos

Coeficiente angular

Atrazina
Clorpirifés
Clorotalonil
lambda - Cialotrina
Malationa
Trifloxistrobina

Trifluralina

1.915.147
822.782
3.814.075
596.654
9.097.118
7.348.486
1.999.285
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4.3.2 Limite de Deteccdo do Método (LDM) e Limite de Quantificacdo do Método

(LQM)

Tabela 11: Limites de deteccdo e quantificacdo do método

Agrotoxicos

LOMng mL" LDM ng mL™

Atrazina
Clorpirifos
Clorotalonil
lambda - Cialotrina
Malationa
Trifloxistrobina
Trifluralina

0,051
0,053
0,054
0,208
0,051
0,050
0,498

0,014
0,017
0,016
0,069
0,011
0,011
0,164

4.3.3 Recuperacao

Tabela 12: Percentual de recuperacédo do método

Agrotoxicos

% Recuperagao

Atrazina
Clorpirifos

Clorotalonil

lambda - Cialotrina

Malationa
Trifloxistrobina

Trifluralina

A recuperacao superior a 100% se da devido ao efeito matriz. Interferentes presentes na

amostra, podem magnificar o sinal do equipamento. (INMETRO, 2020)

45



4.4 Método de ozonizagdo em agua potével para degradacao de agrotdxicos

O método de ozonizacdo em agua potavel para degradacao de agrotoxicos foi adaptado
e otimizado no Laboratério de Toxicologia do CESTEH/ENSP/FIOCRUZ.

Cada composto foi analisado de forma individual a fim de avaliar a existéncia de
produtos de degradagdo que apresentassem toxicidade observavel, evitando possiveis
contaminacges cruzadas ao longo do processo. Sendo assim, foram usadas garrafas de vidro
ambar com capacidade de 1000 mL como reatores, devidamente identificadas para cada um dos
analitos em suas diferentes condi¢des cinéticas.

Ao final de cada tempo de reacdo, as amostras ja ozonizadas, passavam pela etapa de
extracdo em fase solida seguindo o método de extracdo em fase solida otimizado e validado,
conforme descricao no capitulo anterior. Ao final da etapa de EFS, as amostras foram analisadas
no CG/EM/EM.

4.4.1 Experimento 1: verificacdo da degradacdo dos analitos com divisdo do
fluxo de Os

Neste experimento, o objetivo foi verificar o comportamento dos agrotdxicos diante da
aplicacdo de ozbnio. O teste foi feito com uma Unica repeticdo e as areas das amostras foram
analisadas e correlacionadas com o percentual de remoc¢do em cada um dos casos.

As tabelas a seguir mostram que a divisdo de fluxo de 1000 mg h'* de O3 apresentou
degradacédo insatisfatéria. Em nenhum dos tempos testados verificou-se uma degradagéo
superior a 50%, o que confirmou a necessidade de otimizacdo dessa condicao.

Tabela 13: Experimento 1 — Trifluralina.
TRIFLURALINA

Condicéo Area da amostra | [ Ing mL? % Remocéo
Sem tratamento 985.247,36 1,382 -
30 minutos 897.365,14 1,259 9%
60 minutos 823.415,29 1,155 16%
90 minutos 810.254,98 1,137 18%
120 minutos 670.895,17 0,941 25%
150 minutos 516.895,21 0,725 48%
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Tabela 14: Experimento 1 — Clorotalonil.

CLOROTALONIL

Condicao Area da amostra | [ Ing mL? % Remocéo
Sem tratamento 4.455.369,25 1,168 -
30 minutos 4.133.504,36 1,084 7%
60 minutos 4.085.402,03 1,071 8%
90 minutos 3.865.121,78 1,013 13%
120 minutos 3.842.198,27 1,007 14%
150 minutos 3.624.899,15 0,950 19%

Tabela 15: Experimento 1 — Atrazina.

ATRAZINA
Condicao Area da amostra | [ Ing mL? % Remocgdo
Sem tratamento 2.365.235,29 1,250 -
30 minutos 2.185.361,52 1,155 8%
60 minutos 1.866.636,94 0,987 21%
90 minutos 1.680.255,28 0,888 29%
120 minutos 1.578.695,35 0,834 33%
150 minutos 1.158.954,77 0,613 47%

Tabela 16: Experimento 1 — Clorpirifos.

CLORPIRIFOS
Condicdo Area da amostra | [ Ing mL? % Remocéo
Sem tratamento 1.045.299,25 1,361 -
30 minutos 957.854,35 1,247 8%
60 minutos 834.963,15 1,087 20%
90 minutos 795.854,27 1,036 24%
120 minutos 654.897,65 0,853 37%

150 minutos 578.967,15 0,754 40%



Tabela 17: Experimento 1 — Trifloxistrobina.

TRIFLOXISTROBINA

Condicao Area da amostra | [ Ing mL? % Remocéo
Sem tratamento 7.825.463,78 1,073 -
30 minutos 7.137.933,96 0,979 9%
60 minutos 6.998.341,55 0,960 11%
90 minutos 6.939.211,86 0,952 11%
120 minutos 6.481.027,07 0,889 17%
150 minutos 6.128.147,19 0,841 14%
Tabela 18: Experimento 1 — Malationa.
MALATIONA
Condicéo Area da amostra | [ Ing mL! % Remocéo
Sem tratamento 8.833.397,00 0,997 -
30 minutos 7.895.366,45 0,892 11%
60 minutos 7.395.691,80 0,835 16%
90 minutos 6.436.981,25 0,727 27%
120 minutos 5.789.444,80 0,654 34%
150 minutos 5.396.487,12 0,609 39%
Tabela 19: Experimento 1 — lambda-Cialotrina.
lambda-CIALOTRINA
Condicdo Area da amostra | [ Ing mL? % Remocdo
Sem tratamento 670.975,28 1,125 -
30 minutos 597.616,80 1,002 11%
60 minutos 518.089,06 0,868 23%
90 minutos 494.584,05 0,829 26%
120 minutos 439.877,45 0,737 34%
150 minutos 411.899,19 0,690 39%
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4.4.2 Experimento 2: verificacdo da degradacdo dos analitos sem divisdo do
fluxo de Os

Este experimento foi realizado nas mesmas condicdes e tempos de reacdo do anterior,
em duplicata, e sem divisdo de fluxo de Os. Foram avaliados desvio padréo e coeficiente de
variacao entre as replicatas, concentracgao e percentual de remocao.

Apos avaliacdo, notou-se que alguns agrotoxicos, atrazina, trifluralina, clorpirifés,
malationa e lambda-cialotrina, degradaram com 30 minutos de ozonizagdo a 2000mg h™.
Nesses casos, as cinéticas precisaram sofrer adequacdes e a curva de degradagdo com tempo de
reacdo inferior a 30 minutos foi testada, a fim de conhecer em que tempo aconteceu a
degradacdo em sua totalidade.

As tabelas a seguir demonstram a degradacao total destes compostos em 30 minutos e a
essa foi a amostra utilizada para o teste de toxicicidade e para injecdo no modo full scan para
verificacdo de possiveis produtos de degradacao.

Tabela 20: Experimento 2 — Atrazina.

ATRAZINA
Condicéo Média CcVv DP [ JngmL" % Remogéo
Sem tratamento 3.206.893,12 2,4 78.553,16 1,223 -
30 minutos 0,00 - - 0,000 100%
60 minutos 0,00 - - 0,000 100%
90 minutos 0,00 - - 0,000 100%
120 minutos 0,00 - - 0,000 100%
150 minutos 0,00 - - 0,000 100%

Tabela 21: Experimento 2 — Trifluralina.
TRIFLURALINA

Condicéo Média CcVv DP [ JngmL™" % Remogéo
Sem tratamento  2.474.807,40 1,1 26.055,18 1,238 -
30 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
60 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
90 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
120 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
150 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
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Tabela 22: Experimento 2 — Clorpirifos.

CLORPIRIFOS
Condicéo Média CV DP [ JngmL™" % Remogéo
Sem tratamento  1.658.235,35 34 56.707,00 1,001 -
30 minutos 0,00 - - 0,000 100%
60 minutos 0,00 - - 0,000 100%
90 minutos 0,00 - - 0,000 100%
120 minutos 0,00 - - 0,000 100%
150 minutos 0,00 - - 0,000 100%

Tabela 23: Experimento 2 — Malationa.

MALATIONA
Condicéo Média CcVv DP [ JngmL* % Remogéo
Sem tratamento 16.444.111,12 1,8 295.807,00 1,036 -
30 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
60 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
90 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
120 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
150 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%

Tabela 24: Experimento 2 — lambda-Cialotrina.

lambda-CIALOTRINA

Condicéo Média CV DP [ JngmL" % Remogéo
Semtratamento  643.464,15 2,9 18.820,28 1,129 -
30 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
60 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
90 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
120 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%
150 minutos 0,00 - 0,00 0,000 100%

Os agrotoxicos clorotalonil e trifloxistrobina, ndo tiveram o mesmo comportamento no
processo de degradacdo. Apds 150 minutos de ozonizacdo, o primeiro degradou em 84% a sua
concentragdo inicial. J& o segundo degradou 100%, porém seu tempo total foi de 120 minutos.
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Tabela 25: Experimento 2 — Clorotalonil.

CLOROTALONIL

Condicéo Média CVv DP [ IngmL™" % Remogéo
Semtratamento 5.148.274,88 2,1 106.939,40 0,981 -
30 minutos 3.438.343,70 3,3 114.264,34 0,655 33%
60 minutos 2.402.161,34 10,8 258.443,40 0,458 53%
90 minutos 2.082.939,01 3,2 67.413,96 0,397 60%
120 minutos 914.421,46 1,3 12.336,86 0,174 82%
150 minutos 810.074,04 0,4 3.409,22 0,154 84%

Tabela 26: Experimento 2 — Trifloxistrobina.

TRIFLOXISTROBINA

Condicéo Média CcVv DP [ JngmL" % Remogéo
Sem tratamento 2.810.001,66 2,8 55.257,48 0,999 -
30 minutos 355.875,48 43 10.925,42 0,126 87%
60 minutos 132.364,08 6,2 8.272,29 0,047 95%
90 minutos 42.225,96 3,8 1.602,69 0,015 98%
120 minutos 0,00 - - 0,000 100%
150 minutos 0,00 - - 0,000 100%

4.4.3 Experimento 3: Primeira curva de degradacao — exploratéria

Como no experimento anterior, alguns agrotdxicos degradaram em até 30 minutos, foi
necessario explorar tempos de reacdo inferiores a 30 minutos a fim de verificar o momento em
que aconteceu a degradacdo total de cada analito. Para tanto foi construida uma curva de
decaimento de 7 pontos, partindo do tempo méaximo de 30 minutos até 0 minimo de 5 minutos.
Essa curva se aplicou aos agrotoxicos que tiveram esse perfil de degradacdo. Para o clorotalonil
e trifloxistrobina, a cinética anterior se manteve.

Os agrotoxicos atingiram a totalidade da degradacao da concentracéo inicial em até 20

minutos, porém cada um deles apresentou um perfil diferente.
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Tabela 27: Experimento 3 — Atrazina.

ATRAZINA
Condicéo Média CcVv DP [ JngmL* % Remogéo
Sem tratamento  2.351.010,68 15 36.072,35 1,243 -
5 minutos 425.386,82 13,4 56.972,68 0,225 82%
10 minutos 20.615,79 6,0 1.244,75 0,011 99%
15 minutos 1.141,57 5,2 58,91 0,001 100%
20 minutos 0,00 - - 0,000 100%
25 minutos 0,00 - - 0,000 100%
30 minutos 0,00 - - 0,000 100%

A atrazina atingiu 100% de degradacdo com 20 minutos de ozonizac¢ao. Essa condi¢ao
foi confirmada no experimento 4. A Tabela 27 demostra o percentual de remocéo a partir da

reducdo da média das abundancias obtidas.

Tabela 28: Experimento 3 — Clorpirifds

CLORPIRIFOS
Condicdo Média CVv DP [ JngmL" % Remogéo
Sem tratamento  1.057.010,53 3,6 37.556,49 1,376 -
5 minutos 325.368,03 9,3 30.109,31 0,424 69%
10 minutos 13.066,96 9,9 1.299,02 0,017 99%
15 minutos 6.805,40 10,8 735,24 0,009 99%
20 minutos 0,00 - - 0,000 100%
25 minutos 0,00 - - 0,000 100%
30 minutos 0,00 - - 0,000 100%

O clorpirifos atingiu 100% de degradagdo, com 20 minutos de ozonizagdo, assim como
a atrazina. Essa condi¢do também foi confirmada no experimento 4. A Tabela 28 demostra o

percentual de remocé&o a partir da redugdo da media das abundancias obtidas.
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Tabela 29: Experimento 3 — Malationa.

MALATIONA
Condicéo Média CV DP [ JngmL™* % Remogéo
Semtratamento 917.215,51 2,8 25.476,02 1,071 -
5 minutos 273.810,77 12,6 34.555,01 0,320 70%
10 minutos 1.611,35 4,8 76,67 0,002 100%
15 minutos 0,00 - - 0,000 100%
20 minutos 0,00 - - 0,000 100%
25 minutos 0,00 - - 0,000 100%
30 minutos 0,00 - - 0,000 100%

A malationa atingiu 100% de degradacdo, com 15 minutos de ozonizacdo. Essa
condigéo foi confirmada no experimento 4. A Tabela 29 demostra o percentual de remocdo a
partir da reducdo da média das abundancias obtidas.

Tabela 30: Experimento 3 — Trifluralina.
TRIFLURALINA

Condicéo Média CVv DP [ IngmL™* % Remogéo
Semtratamento 233.054,66 8,9 20.749,70 1,208 -
5 minutos 1.956,04 1,3 25,12 0,010 99%
10 minutos 0,00 - - 0,000 100%
15 minutos 0,00 - - 0,000 100%
20 minutos 0,00 - - 0,000 100%
25 minutos 0,00 - - 0,000 100%
30 minutos 0,00 - - 0,000 100%

A trifluralina atingiu 100% de degradacdo, com 10 minutos de ozonizagdo. Essa
condigéo foi confirmada no experimento 4. A Tabela 30 demostra o percentual de remocdo a

partir da reducdo da media das abundancias obtidas.
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Tabela 31: Experimento 3 — lambda-Cialotrina.

Condicao Média
Semtratamento 671.755,45

5 minutos 28.243,81

10 minutos 0,00

15 minutos 0,00

20 minutos 0,00

25 minutos 0,00

30 minutos 0,00

lambda-CIALOTRINA
CVv
3,3
4,9

DP

22.467,75
1.378,24

[ IngmL" % Remocéo

1,126
0,047
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

96%
100%
100%
100%
100%
100%

A lambda-cialotrina, assim como a trifluralina, atingiu 100% de degradacdo, com 10

minutos de ozonizacdo. Essa condicdo foi confirmada no experimento 4. A Tabela 31 demostra

o percentual de remocdo a partir da reducdo da média das abundancias obtidas.

4.4.4 Experimento 4: Segunda curva de degradacéo — confirmatoria

Com base no experimento 3, tornou-se necessaria a repeticao das curvas de decaimento

dos agrotoxicos que degradaram em até 20 minutos, como forma de confirmar essa condicao

da metodologia. Em relag&o ao clorotalonil e trifloxistrobina, os tempos das curvas anteriores

foram mantidos e repetidos também.

Tabela 32: Experimento 4 — Atrazina.

ATRAZINA
Condicéo Média CVv DP [ JngmL™" % Remogéo
Semtratamento  756.949,63 1,40 10.553,25 1,03 -
5 minutos 80.852,23 3,66 2.920,08 0,11 89%
10 minutos 645,47 3,99 25,71 0,00 100%
15 minutos 474,54 8,42 38,38 0,00 100%
20 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
25 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
30 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
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Tabela 33: Experimento 4 — Trifluralina.

TRIFLURALINA

Condicéo Média CV DP [ JngmL" % Remogéo
SEM O, 797.097,96 1,76 13.974,92 1,20 -
5 minutos 16.964,85 6,30 1.090,68 0,03 98%
10 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
15 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
20 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
25 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
30 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%

Tabela 34: Experimento 4 — Clorpirifds.

CLORPIRIFOS
Condicéo Média CV DP [ JngmL™" % Remogéo
Semtratamento  1.236.919,10 12,01 144.134,07 1,18 -
5 minutos 64.482,19 9,73 6.073,23 0,06 95%
10 minutos 18.712,16 1,70 317,18 0,02 98%
15 minutos 8.326,52 1,81 149,20 0,01 99%
20 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
25 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
30 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%

Tabela 35: Experimento 4 — Malationa.

[ IngmL™" % Remogéo

MALATIONA
Condicéo Média CVv DP
Semtratamento 5.814.972,46 3,26 190.638,52
5 minutos 40.879,75 2,22 920,96
10 minutos 0,00 - 0,00
15 minutos 0,00 - 0,00
20 minutos 0,00 - 0,00
25 minutos 0,00 - 0,00
30 minutos 0,00 - 0,00

1,15 -

0,01 99%
0,00 100%
0,00 100%
0,00 100%
0,00 100%
0,00 100%
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Tabela 36: Experimento 4 — lambda-Cialotrina.

lambda-CIALOTRINA

Condicéo Média CV DP [ JngmL" % Remogéo
Sem tratamento  806.504,91 1,84 14.755,57 1,10 -
5 minutos 76.438,97 3,53 2.653,20 0,10 91%
10 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
15 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
20 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
25 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%
30 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%

Tabela 37: Experimento 4 — Clorotalonil.

CLOROTALONIL

Condicéo Média CcVv DP [ JngmL" % Remogéo
Sem tratamento  1.956.482,26 2,36 45.876,68 1,00 -

30 minutos 1.475.312,46 4,52 66.605,22 0,76 25%

60 minutos 1.273.736,56 3,41 42.569,10 0,65 35%

90 minutos 975.634,50 1,08 10.581,82 0,50 50%

120 minutos 508.267,87 1,75 8.840,14 0,26 74%

150 minutos 311.677,38 1,30 4.041,06 0,16 84%

Tabela 38: Experimento 4 — Trifloxistrobina.

TRIFLOXISTROBINA

Condicéo Média CVv DP [ JngmL™" % Remogéo
Sem tratamento  1.952.974,69 1,61 31.086,76 1,03 -

30 minutos 337.544,39 3,95 13.035,16 0,18 83%

60 minutos 168.729,21 4,92 8.277,84 0,09 91%

90 minutos 33.019,60 0,42 139,88 0,02 98%

120 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%

150 minutos 0,00 - 0,00 0,00 100%

Comparando as curvas exploratoria e confirmatoria, os perfis de degradagdo se

mantiveram 0s mesmos para todos 0s agrotoxicos, exceto para a malationa, que anteriormente

havia degradado em sua totalidade no tempo de reacdo de 15 minutos e neste teste

confirmatdrio, apresentou degradagdo total em 10 minutos.
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Figura 17: Curvas de degradacéo da atrazina, clorpirifés, malationa e trifluralina.




LAMBDA-CIALOTRINA

Sem 5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos 25 minutos 30 minutos
tratamento

CLOROTALONIL

%
-
[ -
Sem 30 minutos 60 minutos 90 minutos 120 minutos 150 minutos
tratamento

TRIFLOXISTROBINA

120%
100%
80%
60%
40%
20%
s —s
_ZO%Sem tratamento30 minutos 60 minutos 90 minutos 120 minutos 150 minutos
Figura 18: Curvas de degradacéo da lambda-cialotrina, clorotalonil e trifloxistrobina.

A Figura 17 mostra as curvas de degradacao dos agrotoxicos que apresentaram remocao
em sua totalidade no tempo maximo de 20 minutos, como atrazina, clorpirifds, malationa,
trifluralina e lambda-cialotrina, sendo esta Gltima localizada na Figura 18.

A Figura 18 apresenta os agrotéxicos com perfil de degradacéo diferente dos anteriores.
Clorotalonil com 84% de remocdo em 150 minutos e a trifloxistrobina com degradacéo total

em 120 minutos.
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A Figura 19 é um exemplo de anélise antes e depois da 0zonizacao extraida do CG/EM-
EM, demonstrando a remog¢do em modo SRM, ficando em evidéncia apenas o agrotéxico em
teste e o Trifenilfosfato (padrdo interno). Todos os demais analitos estdo sem integracéo,

demonstrando que a amostra estava livre de contaminacao cruzada.
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Figura 19: Analise antes e depois da ozonizacdo comprovando a degradacao

DONG et al. 2021 avaliaram a eficiéncia do ozénio na degradacdo de 29 agrotoxicos
em 4 estacOes de tratamento de dgua potavel, uma vez que técnicas convencionais (coagulagéo,
sedimentacdo e filtracdo) ndo foram suficientes para remocdo destes contaminantes. A
aplicacdo do processo de tratamento avangado (ozonizagdo + carvéo ativado e ultrafiltragéo)
foi capaz de remover os analitos de interesse. A degradacao do isocarbofos apos o processo de
tratamento avancado atingiu 94,6%, engquanto no processo convencional foi de apenas 42,6%.

JAa WANG et al. 2022 em seu estudo de degradacdo de malationa e carbosulfan, em
tempo de reagdo de 30 minutos, atingiu 83% de remocdo para o0 primeiro e 66,3% para 0
segundo. Comparando com os resultados obtidos neste trabalho, a degradacdo da malationa
atingiu a totalidade em tempo de 10 minutos a uma concentracdo de o0zonio de 2000 mg h-1,

demonstrando maior percentual de remogdo em menos tempo.
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ALDEGUER ESQUERDO et al. 2021 avaliaram o percentual de degradacdo da atrazina
em uma concentracdo inicial de 0,7 mg L—1, em diferentes tempos de reacdo, de trés formas
distintas: por adsorc¢éo (utilizando carvéo ativado em p6 e granular), por oxidacéo (ozonizagéo)
e combinando as duas técnicas. Apenas com a adsor¢cdo com carvao ativado em pd nos tempos
de 60 minutos, 24 horas e 48 horas, 0s percentuais de degradacdo foram de 81%, 92% e 94%,
respectivamente. Ja para adsor¢do com carvao granular, o maior percentual foi de 35% em 48
horas de contato. Com a aplicacdo de ozdnio, o percentual de recuperacdo foi de 93% ja nos
primeiros 18 minutos, equiparando-se com este estudo que obteve 100% de degradacao deste
analito com 20 minutos. Apesar da eficiéncia em curto tempo, foram gerados produtos de
degradacdo. Quando as técnicas foram combinadas, primeiro carvdo em p6 seguido de
0zonizacao, a degradacdo atingiu 90% em 17 minutos e para o carvao granular, 3 dias. Quando
foram invertidas, ozonizacgdo, seguida de carvao em po, a degradacdo ocorreu em 52 minutos e
4 dias para carvdo granular. Em comparagcdo com este estudo, o processo de oxidagdo por
ozonizacdo isolado demonstra melhor performance, baixo custo e degradacgdo satisfatoria.

KIEFER et al. 2020 relatam dificil degradacdo completa dos produtos de degradacéo do
clorotalonil, encontrados em quase todas as amostras de agua do estudo. Os produtos de
transformacdo fendlicos puderam ser removidos por técnicas como 0zonizagao, pProcessos
oxidativos avangados (POAS), carvéo ativado e até desinfeccdo UV. Ja os sulfénicos, menos
ricos em elétrons, sdo mais resistentes e ndo puderam ser removidos nem por 0zonizagao, nem
por POAs. Esses produtos sdo adsorvidos pelo carvao ativado e, para uma remocao eficiente, o
carvao precisaria ser trocado com maior frequéncia, 0 que aumentaria muito o custo do
tratamento. A osmose reversa diminuiu significativamente os produtos de degradagdo do
clorotalonil em 98%. Esse estudo vai de encontro com a dificuldade de degradacdo dessa
molécula apesar de ter o maior tempo de contato com 0z6nio quando comparado com 0s demais
analitos. Além da ndo degradacdo em sua totalidade, a avaliacdo de toxicidade, que sera vista
no topico 4.5, demonstra que a agua ndo esta apta ao reuso.

BOHNENBERGER 2022 utilizou efluente sintético de atrazina com valores proximos
a de aguas residuarias de lavagem de embalagens e fabricas de agrotoxicos, degradando este
agrotoxico em 45 minutos a uma concentracdo de ozonio de 45mg L.

Outros estudos avaliaram a eficiéncia da técnica da degradacdo de agrotoxicos por

0zonizagao, sozinha ou combinada com outros processos de oxidacdo avancados, em outras

matrizes como alimentos e solo, demonstrados a seguir.
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ANBARASAN et al. 2022 avaliaram a degradacéo de clorpirifés em amostras de soja
utilizando ozoénio e plasma frio por 30 minutos e verificaram que houve uma reducdo de 50%
da concentracdo de clorpirifés quando degradado por 0zénio com concentragdo de 550mg/L. Ja
o plasma frio atingiu a mesma resposta de degradacdo em apenas 6 minutos.

Apesar de o tempo de tratamento ter causado uma redugdo significativa no teor de
umidade e na integridade do revestimento da semente, alterando em pequenas proporcoes a
qualidade da mesma, o plasma mostrou-se mais eficaz. Apesar das matrizes serem diferentes,
este estudo degradou clorpirifés em sua totalidade apenas com 0zénop em concetracdo quatro
vezes maior e em 20 minutos.

4.4.5 Analise full scan das amostras com degradacdo completa

Para a verificacdo de provaveis produtos de degradacéo foi necessaria a injecdo de cada
amostra degradada e seu respectivo tempo de degradacéo total.

Apo0s as injecOes, verificou-se que para todos os agrotdxicos o perfil se manteve o
mesmo. Os picos evidenciados no cromatograma demonstraram que ndao houve produtos de
degradacdo que poderiam ser correlacionados com os analitos deste estudo, visto terem massas
moleculares muito superiores as massas dos analitos integros, e que apresentassem toxicidade
observavel no ensaio realizado.

As figuras dos cromatogramas que exemplificam branco de solvente organico (hexano),
branco da matriz e a inexisténcia de produtos de degradacdo observaveis, podem ser verificadas
no Anexo 2 (Figuras 1, 2 e 3 respectivamente).

As Figuras 4, 5 e 6 do Anexo 2 demonstram as caracteristicas quimicas das substancias
que aparecem em todas as amostras, inclusive no branco da matriz, e seus respectivos tempos
de retencéo, extraidas do banco de espectros NIST, disponivel no proprio software Trace Finder

do equipamento.
4.5 Ensaio de toxicidade aguda com Artemias salina
Este teste teve como objetivo verificar se as amostras degradadas por 0z0Onio

apresentavam ou ndo toxicidade. Para tanto foi realizado um ensaio de toxicidade com Artemias

salinas. A Figura 20 representa o desenho experimental descrito na metodologia e a Figura 21,
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0s 100 organismos, subdivididos em 4 grupos de 25, utilizados como controle em agua livre de
agrotoxicos.

O ensaio de toxicidade aguda utilizando Artemia salina, é uma abordagem largamente
utilizada em estudos toxicoldgicos e ecotoxicologicos devido a fatores como alta
disponibilidade no mercado e facil manutencdo em condicdes laboratoriais. Uma das formas
mais comumente empregadas de avaliagdo e emprego desses organismos, € através da taxa de
mortalidade, a qual fornece resultados rapidos para aferir a toxicidade aguda das substancias a
serem estudadas. Utilizando esse modelo, portanto, podemos extrapolar no prazo de até 48
horas diversos parametros toxicoldgicos, sendo o mais adequado para esse trabalho, a
determinacéo qualitativa. (ALBARANO et al., 2022)

Ao final da andlise, foi possivel classificar as amostras em “toxicas” ou “ndo toxicas”.

X /- P

Figura 20: Ensaio de toxicidade aguda com Artemias salinas

45.1 Controles

Nos 4 grupos de 25 organismos submetidos ao teste de toxicidade na condigcdo de
controles, apenas 2 morreram nas primeiras 24 horas e 12 ao final das 48 horas do teste. Esse
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resultado mostrou-se favoravel e eficiente, demonstrando que as condi¢es do ambiente, como
temperatura da sala, pH da &gua e fotoperiodo foram adequados.

A estatistica descritiva demonstrada nas Tabelas 40, 42, 44, 46, 49, 52, 55 e 58,
demonstram que os valores de W de Shapiro-Wilk calculados nos dois momentos experimentais
referentes ao controle, foram de 0,630, para 24 horas, e de 0,953, para as 48 horas, sendo ambos
menores que o valor tabelado de 0,985 (para uma populacdo amostral de 25 organismos e com
intervalo de confianca de 95%), portanto rejeitou-se a hipotese de normalidade.

Por essa razao utilizou-se para a avaliacao de significancia estatistica, o teste de Mann-
Whitney, o qual é recomendado para dados ndo paramétricos. Pode-se notar também a
representacdo de um a valor NaN (Not a Number), o qual € utilizado pelo programa para

devolver um resultado numérico ndo representavel.

=7 S o/ = = T

Figura 21: Replicatas do ensaio de toxicidade — Controles
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45.2 Atrazina

Para o agrotdxico atrazina, quando comparado ao controle, nas mesmas condigdes

experimentais, ndo foi observada nenhuma perda nas 24 horas iniciais. Ja nas 48 horas finais,

17 organismos morreram. A Tabela 39 mostra um comparativo entre o controle e a atrazina que

melhor detalha essa situacao.

AT I

L I

Figura 22: Replicatas do ensaio de toxicidade - Atrazina

Tabela 39: Comparativo mortalidade 24 e 48h da Atrazina.

yJ

AT

Amostras  Vivos 0 Vivos 24h  Vivos 48h Amostras Vivos 0 Vivos 24h  Vivos 48h
Controle | 25 23 18 Atrazina | 25 25 19
Controle 11 25 25 23 Atrazina Il 25 25 21
Controle 111 25 25 22 Atrazina Ill 25 25 21
Controle IV 25 25 25 Atrazina IV 25 25 22

Total 100 98 88 Total 100 100 83
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A estatistica descritiva apresentada na tabela 40, demonstrou que os valores de W de
Shapiro-Wilk calculados nos dois momentos experimentais referentes a atrazina foram de NaN
para 24 horas (o qual ndo é utilizado para efeito estatistico), e de 0,895, para as 48 horas, sendo
este menor que o valor tabelado de 0,985 (para uma populacdo amostral de 25 organismos e
com intervalo de confianca de 95%), portanto rejeitou-se a hipdtese de normalidade.

O teste estatistico de Mann-Whitney (tabela X) retornou valores p de 0,453, para as 24
horas e de 0,381, para as 48 horas, demonstrando ndo haver significancia estatistica entre o
nlmero de organismos vivos nos grupos controle e nos grupos expostos ao agrotoxico atrazina,

apds o tratamento com ozonizag&o.

Tabela 40: Estatistica descritiva - Atrazina.

Estatistica Descritiva

Grupos VIVOSO0 VIVOS 24 Horas  VIVOS 48 Horas

Média Controle 25.0 24.5 220
Atrazina 25.0 25.0 208
Desvio-padrio Contrale 0.00 1.00 2.94
Atrazina 0.00 0.00 1.26
W de Shapiro-Wilk  Controle MaM 0.630 0.953
Atrazina MaM MaM 0.595
P Shapiro-Wilk Contrale MaM 0.001 0.734
Atrazina Mam MaM 0.406

Tabela 41: Teste Mann Whitney - Atrazina.

Teste t para amostras independentes

Estatistica P

VIVOS 24 Horas U de Mann-Whitney 6.00 0.453

Teste t para amostras independentes

Estatistica P

VIVOS 48 Horas U de Mann-Whitney 4,50 0.381

Os testes estatisticos confirmaram que para 0 agrotdxico atrazina, ao atingir a
degradacdo completa no tempo de reacdo de 20 minutos, a amostra foi considerada “nao

toxica” na anélise qualitativa do ensaio de toxicidade aguda para Artemia salina.
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45.3 Malationa

O agrotdxico malationa, quando comparado ao controle nas mesmas condi¢fes
experimentais, 2 perdas foram observadas nas 24 horas iniciais. Ja nas 48 horas finais, 18
organismos morreram. A Tabela 42 mostra um comparativo entre o controle e a malationa que

melhor detalha essa situacao.

Figura 23: Replicatas do ensaio de toxicidade — Malationa

Tabela 42: Comparativo mortalidade 24 e 48h da Malationa.

Amostras  Vivos 0 Vivos 24h  Vivos 48h Amostras Vivos 0 Vivos 24h  Vivos 48h
Controle | 25 23 18 Malationa | 25 25 23
Controle Il 25 25 23 Malationa 11 25 24 20
Controle 111 25 25 22 Malationa 111 25 25 20
Controle 1V 25 25 25 Malationa IV 25 24 19

Total 100 98 88 Total 100 98 82
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A estatistica descritiva apresentada na Tabela 43, demonstrou que os valores de W de
Shapiro-Wilk calculados nos dois momentos experimentais referentes a malationa, foram de
0,729, para 24 horas, e de 0,840, para as 48 horas, sendo ambos menores que o valor tabelado
de 0,985 (para uma populacdo amostral de 25 organismos e com intervalo de confianca de
95%), portanto rejeitou-se a hipétese de normalidade.

O teste estatistico de Mann-Whitney (tabela 44) retornou valores p de 0,868, para as 24
horas e de 0,559, para as 48 horas, demonstrando ndo haver significancia estatistica entre o
nimero de organismos Vivos nos grupos controle e nos grupos expostos ao agrotoxico

malationa, apo6s o tratamento com o0zonizagao.

Tabela 43: Estatistica descritiva - Malationa.

Estatistica Descritiva

Grupos VIVOS 0 VIVOS 24 Horas  VIVOS 48 Horas

Média Controle 25.0 24.5 22.0
Malationa 25.0 24.5 20.5
Desvio-padrdo Controle 0.00 1.00 294
Malationa 0.00 0.577 173
W de Shapiro-Wilk  Controle NalN 0.630 0.953
Malationa NaN 0.729 0.840
p Shapiro-Wilk Controle NaN 0.001 0.734
Malationa NaN 0.024 0.195

Tabela 44: Teste Mann Whitney - Malationa.

Teste t para amostras independentes

Estatistica P

VIVOS 24 Horas U de Mann-Whitney 7.00 0.868

Teste t para amostras independentes

Estatistica P

VIVOS 48 Horas U de Mann-Whitney 5.50 0.559

Os testes estatisticos confirmaram que para o agrotdxico malationa, ao atingir a
degradacdo completa no tempo de reacdo de 10 minutos, a amostra foi considerada “nao

toxica” na analise qualitativa do ensaio de toxicidade aguda para Artemia salina.
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45.4 Trifluralina

Para o agrotoxico trifluralina, quando comparado ao controle, nas mesmas condi¢es
experimentais, 3 perdas foram observadas nas 24 horas iniciais. J& nas 48 horas finais, 9
organismos morreram. A Tabela 45 mostra um comparativo entre o controle e a trifluralina, que

melhor detalha essa situacao.
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Figura 24: Replicatas do ensaio de toxicidade - Trifluralina
Tabela 45: Comparativo mortalidade 24 e 48h da Trifluralina.

Amostras  Vivos 0 Vivos 24h Vivos 48h Amostras Vivos 0  Vivos 24h Vivos 48h
Controle | 25 23 18 Trifluralina | 25 25 21
Controle 11 25 25 23 Trifluralina 11 25 23 23
Controle 111 25 25 22 Trifluralina 111 25 24 24
Controle 1V 25 25 25 Trifluralina IV 25 25 23

Total 100 98 88 Total 100 97 91
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A estatistica descritiva apresentada na Tabela 46, demonstra que os valores de W de
Shapiro-Wilk calculados nos dois momentos experimentais referentes a trifluralina, foram de
0,863, para 24 horas, e de 0,895, para as 48 horas, sendo ambos menores que o valor tabelado
de 0,985 (para uma populacdo amostral de 25 organismos e com intervalo de confianca de
95%), portanto rejeita-se a hipdtese de normalidade.

O teste estatistico de Mann-Whitney (Tabela 47) retornou valores p de 0,739, para as 24
horas e de 0,882, para as 48 horas, demonstrando ndo haver significancia estatistica entre o
nimero de organismos Vivos nos grupos controle e nos grupos expostos ao agrotoxico

trifluralina, apos o tratamento com ozonizagéo.

Tabela 46: Estatistica descritiva - Trifluralina.

Estatistica Descritiva

Grupos VIVOS 0 VIVOS 24 Horas  VIVOS 48 Horas

Média Controle 25.0 24.5 22.0
Trifluralina 25.0 24.3 22.8
Desvio-padréo Controle 0.00 1.00 2.94
Trifluralina 0.00 0.957 1.26
W de Shapiro-Wilk  Controle NaN 0.630 0.953
Trifluralina NaN 0.863 0.895
p Shapiro-Wilk Controle NaN 0.001 0.734
Trifluralina NaN 0.272 0.406

Tabela 47: Teste Mann Whitney - Trifluralina.

Teste t para amostras independentes

Estatistica p

VIVOS 24 Horas U de Mann-Whitney 6.50 0.739

Teste t para amostras independentes

Estatistica P

VIVOS'48 Horas U de Mann-Whitney 7.00 0.882

Os testes estatisticos confirmaram que para o agrotdxico trifluralina, ao atingir a
degradacdo completa no tempo de reacdo de 10 minutos, a amostra foi considerada “nao

toxica” na analise qualitativa do ensaio de toxicidade aguda para Artemia salina.
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455 Clorpirifés

Para o agrotoxico clorpirifés, quando comparado ao controle, nas mesmas condigdes
experimentais, 8 perdas foram observadas nas 24 horas iniciais. Ja nas 48 horas finais, 18
organismos morreram. A Tabela 48, mostra um comparativo entre o controle e a clorpirifés,

que melhor detalha essa situagéo.
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Figura 25: Replicatas do ensaio de toxicidade — Clorpirifos

Tabela 48: Comparativo mortalidade 24 e 48h da Clorpirifos.

Amostras  Vivos 0 Vivos 24h  Vivos 48h Amostras Vivos 0 Vivos 24h  Vivos 48h
Controle | 25 23 18 Clorpirifés | 25 24 21
Controle 11 25 25 23 Clorpirifés Il 25 22 19
Controle Il 25 25 22 Clorpirifés 11 25 22 21
Controle IV 25 25 25 Clorpirifés IV 25 24 21

Total 100 98 88 Total 100 92 82
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A estatistica descritiva apresentada na Tabela 49, demonstra que os valores de W de
Shapiro-Wilk calculados nos dois momentos experimentais referentes a clorpirifds, foram de
0,729, para 24 horas, e de 0,630 para as 48 horas, sendo ambos menores que o valor tabelado
de 0,985 (para uma populacdo amostral de 25 organismos e com intervalo de confianca de
95%), portanto rejeita-se a hipdtese de normalidade.

O teste estatistico de Mann-Whitney (Tabela 50) retornou valores p de 0,099, para as 24
horas e de 0,301, para as 48 horas, demonstrando ndo haver significancia estatistica entre o
nimero de organismos Vivos nos grupos controle e nos grupos expostos ao agrotoxico

clorpirifos, apds o tratamento com ozonizagao.

Tabela 49: Estatistica descritiva - Clorpirifés.

Estatistica Descritiva

Grupos VIVOS 0 VIVOS 24 Horas VIVOS 48 Horas

Média Controle 25.0 24.5 22.0
Clorpirifds 25.0 23.0 20.5
Desvio-padrio Controle 0.00 1.00 2.94
Clorpirifés 0.00 1.15 1.00
W de Shapiro-Wilk  Controle NaN 0.630 0.953
Clorpirifas NaM 0.729 0.630
p Shapiro-Wilk Controle NaN 0,001 0.734
Clorpirifos NaN 0.024 0.001

Tabela 50: Teste Mann Whitney - Clorpirifds.

Teste t para amostras independentes

Estatistica P

VIVOS 24 Horas U de Mann-Whitney 2.00 0.099

Teste t para amostras independentes

Estatistica p

VIVOS48 Horas U de Mann-Whitney 4.00 0.301

Os testes estatisticos confirmaram que para o agrotdxico clorpirifés, ao atingir a
degradacdo completa no tempo de reacdo de 20 minutos, a amostra foi considerada “nao

toxica” na anélise qualitativa do ensaio de toxicidade aguda para Artemia salina.
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45.6 lambda-Cialotrina

Para o agrotoxico lambda-cialotrina, quando comparada ao controle, nas mesmas
condicdes experimentais, 1 perdas foram observadas nas 24 horas iniciais. Ja nas 48 horas
finais, 10 organismos morreram. A Tabela 51, mostra um comparativo entre o controle e a

lambda-cialotrina, que melhor detalha essa situagéo.
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Figu}a 26: Replicatas do ensaio de toxicidade — lambda-Cialotrina
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Tabela 51: Comparativo mortalidade 24 e 48h da lambda-Cialotrina.

Amostras  Vivos 0  Vivos 24h  Vivos 48h Amostras Vivos 0 Vivos 24h  Vivos 48h
Controle | 25 23 18 I-Cialotrina | 25 24 20
Controle 1l 25 25 23 I-Cialotrina Il 25 25 23
Controle 111 25 25 22 I-Cialotrina 111 25 25 24
Controle IV 25 25 25 I-Cialotrina IV 25 25 23

Total 100 98 88 Total 100 99 90
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A estatistica descritiva apresentada na Tabela 52, demonstra que os valores de W de
Shapiro-Wilk calculados nos dois momentos experimentais referentes a lambda-Cialotrina,
foram de 0,630, para 24 horas, e de 0,840 para as 48 horas, sendo ambos menores que o valor
tabelado de 0,985 (para uma populacdo amostral de 25 organismos e com intervalo de confianca
de 95%), portanto rejeita-se a hipdtese de normalidade.

O teste estatistico de Mann-Whitney (Tabela 53) retornou valores p de 1,000, para as 24
horas e de 0,882, para as 48 horas, demonstrando ndo haver significancia estatistica entre o
nlmero de organismos vivos nos grupos controle e nos grupos expostos ao agrotoxico lambda-

cialotrina, apds o tratamento com ozonizagao.

Tabela 52: Estatistica descritiva — lambda-Cialotrina.

Estatistica Descritiva

Grupos VIVOS 0 VIVOS 24 Horas  VIVOS 48 Horas

Média Controle 250 24.5 22.0
I-Cialotrina 250 24.8 225
Desvio-padrao Controle 0.00 1.00 2.94
I-Cialotrina 0.00 0.500 1.73
W de Shapiro-Wilk  Controle NaN 0.630 0.953
I-Cialotrina NaN 0.630 0.840
p Shapiro-wilk Controle NaN 0.001 0.734
I-Cialotrina NaN 0.001 0.195

Tabela 53: Teste Mann Whitney — lambda-Cialotrina.

Teste t para amostras independentes

Estatistica P

VIVOS 24 Horas U de Mann-Whithey 7.50 1.000

Teste t para amostras independentes

Estatistica P

VIVOS 48 Horas U de Mann-Whitney 7.00 0.882

Os testes estatisticos confirmaram que para o agrotdxico lambda-cialotrina, ao atingir a
degradacdo completa no tempo de reacdo de 10 minutos, a amostra foi considerada “nao

toxica” na analise qualitativa do ensaio de toxicidade aguda para Artemia salina.
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45.7 Clorotalonil

Para o agrotoxico clorotalonil, quando comparado ao controle, nas mesmas condicdes
experimentais, todos morreram nas 24 horas iniciais. A Tabela 54, mostra um comparativo entre

o controle e a clorotalonil, que melhor detalha essa situacéo.

Figura 27: Replicatas do ensaio de toxicidade - Clorotalonil

Tabela 54: Comparativo mortalidade 24 e 48h da Clorotalonil.

Amostras  Vivos 0  Vivos 24h Vivos 48h Amostras Vivos 0 Vivos 24h Vivos 48h
Controle I 25 23 18 Clorotalonil I 25 0 0
Controle IT 25 25 23 Clorotalonil IT 25 0 0
Controle IIT 25 25 22 Clorotalonil IIT 25 0 0
Controle IV 25 25 25 Clorotalonil IV 25 0 0

Total 100 98 88 Total 100 0 0
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A estatistica descritiva apresentada na Tabela 55, demonstra que os valores de W de
Shapiro-Wilk calculados nos dois momentos experimentais referentes a clorotalonil, foram de
NaN, para 24 horas e para as 48 horas, 0s quais nao sao utilizados para efeito estatistico. Como
nesse caso todos 0s organismos estavam mortos nas primeiras 24 horas, nao foi possivel realizar
essa analise, sendo, nesse caso, extrapolado dos resultados anteriores a anuéncia para a
utilizacdo do segundo teste estatistico, como descrito no paragrafo seguinte.

O teste estatistico de Mann-Whitney (Tabela 56) retornou valores p de 0,018, para as 24
horas e de 0,021, para as 48 horas, demonstrando haver significancia estatistica entre o nimero
de organismos vivos nos grupos controle e nos grupos expostos ao agrotdxico clorotalonil, ap6s

0 tratamento com 0zonizag&o.

Tabela 55: Estatistica descritiva - Clorotalonil.

Estatistica Descritiva

Grupos VIVOS 0 VIVOS 24 Horas  VIVOS 48 Horas

Meédia Controle 25.0 24.5 22.0
Clorotalonil 25.0 0.00 0.00
Desvio-padrio Controle 0.00 1.00 2.94
Clorotalonil 0.00 0.00 0.00
W de Shapiro-Wilk  Controle NaN 0.630 0.953
Clorotalaonil NaN NaN NaN
p Shapiro-Wilk Controle NaN 0,001 0.734
Clorotalonil NaN NalN NaMN

Tabela 56: Teste Mann Whitney — Clorotalonil.

Teste t para amostras independentes

Estatistica p

VIVOS 24 Horas U de Mann-Whitney 0.00 0.018

Teste t para amostras independentes

Estatistica p

VIVOS48 Horas U de Mann-Whitney 0.00 0.021

Os testes estatisticos confirmaram que para o agrotoxico clorotalonil, ao atingir a
degradacdo de 84% fixada no tempo de reacdo de 150 minutos, a amostra foi considerada

“toxica” na analise qualitativa do ensaio de toxicidade aguda para Artemia salina.
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45.8 Trifloxistrobina

Para o agrotoxico trifloxistrobina, quando comparado ao controle, nas mesmas
condicdes experimentais, todos morreram nas 24 horas iniciais. A Tabela 57, mostra um

comparativo entre o controle e a trifloxistrobina que melhor detalha essa situagéo.
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Figura 28: Replicatas do ensaio de toxicidade - Trifloxistrobina

Tabela 57: Comparativo mortalidade 24 e 48h da Trifloxistrobina.

Amostras  Vivos 0  Vivos 24h Vivos 48h Amostras Vivos 0 Vivos 24h  Vivos 48h
Controle | 25 23 18 Trifloxistrobina | 25 0 0
Controle 11 25 25 23 Trifloxistrobina Il 25 0 0
Controle 111 25 25 22 Trifloxistrobina 111 25 0 0
Controle IV 25 25 25 Trifloxistrobina IV 25 0 0

Total 100 98 88 Total 100 0 0
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A estatistica descritiva apresentada na Tabela 58, demonstra que os valores de W de
Shapiro-Wilk calculados nos dois momentos experimentais referentes a trifloxistrobina, foram
de NaN, para 24 horas e para as 48 horas, 0s quais ndo sdo utilizados para efeito estatistico.
Como nesse caso todos 0s organismos estavam mortos nas primeiras 24 horas, nao foi possivel
realizar essa analise, sendo, nesse caso, extrapolado dos resultados anteriores a anuéncia para a
utilizacdo do segundo teste estatistico, como descrito no paragrafo seguinte.

O teste estatistico de Mann-Whitney (Tabela 59) retornou valores p de 0,018, para as 24
horas e de 0,021, para as 48 horas, demonstrando haver significancia estatistica entre o nimero
de organismos vivos nos grupos controle e nos grupos expostos ao agrotoxico trifloxistrobina,

apds o tratamento com ozonizag&o.

Tabela 58: Estatistica descritiva - Trifloxistrobina.

Estatistica Descritiva

Grupos VIVOS 0 VIVOS 24 Horas  VIVOS 48 Horas
Média Controle 25.0 24.5 22.0
Trifloxistrobina 25.0 0.00 0.00
Desvio-padrio Controle 0.00 1.00 2.94
Trifloxistrobina 0.00 0.00 0.00
W de Shapiro-Wilk  Controle NaN 0.630 0.953
Trifloxistrobina NaN NaN NaN
p Shapiro-Wilk Controle NaN 0.001 0.734
Trifloxistrobina NaN NaN NaN

Tabela 59: Teste Mann Whitney — Trifloxistrobina.

Teste t para amostras independentes

Estatistica p

VIVOS 24 Horas U de Mann-Whitney 0.00 0.018

Teste t para amostras independentes

Estatistica p

VIVOS 48 Horas U de Mann-Whitney 0.00 0.021

Os testes estatisticos confirmaram que para o agrotoxico trifloxistrobina, ao atingir a
degradacdo completa no tempo de reacdo de 120 minutos, a amostra foi considerada “téxica”

na analise qualitativa do ensaio de toxicidade aguda para Artemia salina.
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As figuras 29 e 30 mostram os graficos de comparacédo entre os intervalos de tempo de
24 horas e 48 horas e o perfil dos agrotoxicos, comparando com os demais e de forma
individual.

Tabela 60: Comparativo de mortalidade de todos os agrotoxicos 24 e 48 horas.

Amostras Vivos 0 Vivos 24h Vivos 48h Perdas 48h
Controles total 100 98 88 12
Atrazina total 100 100 83 17
Malationa total 100 98 88 12
Trifluralina total 100 97 91 9
Clorpirifos total 100 92 82 18
l-Cialotrina total 100 99 90 10
Clorotalonil total 100 0 0 100
Trifloxistrobina total 100 0 0 100
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Figura 29: Comparativo da toxicidade em 24 e 48 horas de todos o0s agrotdxicos
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ATRAZINA MALATIONA
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Figura 30: Toxicidade em 24 e 48 horas dos agrotoxicos individualmente
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Tabela 61: Resumo da analise estatistica do ensaio de toxicidade aguda.

Armostras W_de Shapiro- W_de Shapiro-| U d(_e Mann- | U d(_e Mann- An_élis_e
Wilk 24 horas | Wilk 48 horas| Whitney 24 | Whitney 48 gualitativa

Controles total 0.630 0.953 = = =
Atrazina total NaN 0.895 0.453 0.381 ""ndo toxica
Malationa total 0.729 0.840 0.868 0.559 ""ndo toxica™
Trifluralina total 0.863 0.895 0.739 0.882 ""ndo toxica'
Clorpirifos total 0.729 0.630 0.099 0.301 ""ndo toxica'
I-Cialotrina total 0.630 0.840 1.000 0.882 ""ndo toxica'
Clorotalonil total NaN NaN 0.018 0.021 "toxica"
Trifloxistrobina total NaN NaN 0.018 0.021 "toxica"

NaN - Not a Number

W de Shapiro-Wilk tabelado para N de 25 = 0,985 com 95% de intervalo de confianca

p-valor 0,05

Esses resultados demonstram que clorotalonil e trifloxistrobina apresentaram toxicidade

para a Artemia salina por estarem em sua forma integra, e ndo terem sido degradados. Ja

atrazina, trifluralina, clorpirifos, malationa e lambda-cialotrina, ndo apresentaram toxicidade no

ensaio, demonstrando que a ozonizagdo degradou estes agrotdxicos e que o produto gerado no

processo de 0zonizagdo, ndo apresentou toxicidade observavel por este ensaio.

Em se tratando de exposicdo a agrotoxicos organofosforados, € preciso maior cautela.
Uma vez que estudos (FORGET et al., 1998; VARO et al., 1998, 2002) apontam a resisténcia

de Artemia salina e Artemia parthenogenetica a essas substancias, sendo unicamente o ensaio

biologico, desaconselhdvel nessas circunstancias, devendo uma outra forma de avaliagido da

remocao desses compostos, ser empregada conjuntamente.
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5.CONCLUSAO

Os resultados estdo sendo apresentados pela primeira vez, com a unido de trés técnicas
que se complementaram ao longo do processo, para confirmarem a degradacéo dos agrotdxicos
e qualidade da agua, demonstrando sua relevancia para a comunidade cientifica.

A degradacdo em sua totalidade foi bem-sucedida no tempo de reacéo de até 20 minutos,
com concentragdo de Oz de 2000 mg h. Os agrotdxicos atendidos nessas condicdes foram
trifluralina, atrazina, clorpirifdés, malationa e lambda-cialotrina. O ensaio de toxicidade
demonstrou ndo haver significancia estatistica entre 0s organismos dos grupos controle e desses
agrotoxicos, sendo as amostras consideradas nao toxicas.

Em relacdo aos agrotdxicos clorotalonil e trifloxistrobina, ndo foi possivel obter
degradacéo total no tempo de 30 minutos como os demais. Para o clorotalonil, o percentual
maximo de degradacéo, atingiu 84% em 150 minutos, necessitando de outros experimentos
futuros para sua otimizacgdo. Ja a trifloxistrobina, atingiu 100% da degradacdo em 120 minutos
de ozonizacgdo, necessitando também de experimentos futuros para melhores resultados. Os
ensaios de toxicidade, para esses dois compostos, determinaram que havia significancia
estatistica entre os grupos, tratando-se entdo de amostras toxicas.

O método de ozonizacdo para degradacao de agrotdxicos se mostrou eficiente, de facil
execucao e baixo custo, demonstrando ter aplicabilidade para dguas residuérias de agricultura

e de estacdo de tratamento.
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ANEXO 1
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Agrotoxicos analisados ~ Consumo MT(@®) MS({) GO() RS PR() MG (t)

neste estudo Nacional (t)
Atrazina 33.321,11 7.548,72 3.342,41 4.167,55 1.40559 4.049,41 2.443,23
Clorotalonil 24.191,03 489756 1.766,66 2.292,35 1.882,77 3.011,26 1.596,39
Clorpirifos 8.864,88 3.553,29 358,84 682,05 239,22 381,91 1.095,23
lambda-Cialotrina 3.218,53 1.136,51 343,70 237,98 18502 239,15 116,10
Malationa 15.702,11  5.97599 214,05 160,60 16,47 24,35 303,24
Trifloxistrobina 4.378,06 1.048,94 331,97 370,99 434,39 607,14 311,31
Trifluralina 1.705,81 801,52 67,31 72,85 60,25 70,89 54,14

MT - Mato Grosso; MS - Mato Grosso do Sul; GO - Goias; RS - Rio Grande do Sul; PR - Parang; MG - Minas Gerais
t - consumo em toneladas

Figura 1: Consumo dos agrotdxicos deste estudo por Unidade de Federagdo mais
consumidoras x culturas mais praticadas. (IBGE, 2022)
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ANEXO 2
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Figura 1: Injecdo full scan branco em solvente organico (hexano).
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Figura 2: Injecdo full scan branco da matriz.
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Figura 3: Injecdo em full scan demonstrando degradacgdo completa da trifluralina.
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