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RESUMO

VITI, M. L. Remobilizacdo de residuos ligados de herbicidas em solos de cultivo de
cana-de-acucar com aplicacdo de vinhaca, palha de cana e torta de filtro e
identificacdo dos metabdlitos. 2014. 70 f. Dissertacao (Mestrado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2014.

A relevancia ambiental da presenca de residuos ligados de herbicidas e seus
metabdlitos no solo sdo fundamentais para novas metodologias de aplicacdo de
herbicidas, considerando a transicdo desses residuos para culturas seguintes, o seu
efeito sobre a biota de sistemas terrestres e aquaticos, seu potencial de transferéncia
para a cadeia alimentar, potencial de contaminacdo de aguas subterraneas, e seus
efeitos em longo prazo sobre a qualidade e fertilidade dos solos. A aplicacdo de vinhaca
para fertirrigacdo, de palha de cana-de-aclUcar e torta de filtro nos canaviais séo
comumente utilizadas, mas ndo se sabe se essas praticas provocam a remobilizagéo e
mineralizacdo dos residuos ligados de herbicidas no solo, podendo trazer beneficios
pela degradacdo desses herbicidas pelos micro-organismos do solo, ou afetar a
qualidade do solo, lixiviando até os lencois freaticos. Para tal, objetivou-se com este
projeto  avaliar, em  condigbes de laboratorio, a remobilizacdo e
degradacéo/mineralizacéo dos residuos ligados de **C - diuron, **C — hexazinone, **C -
diuron + hexazinone e **C - metribuzin em dois solos de cultivo de cana-de-actcar, onde
foram aplicadas quantidades conhecidas destes herbicidas radiomarcados com posterior
tratamento de vinhaca, torta de filtro e palha de cana-de-agucar, além de identificar os
metabdlitos formados a partir da remobilizacdo. O experimento foi montado em frascos
biométricos tipo Bartha coletando-se solu¢cbes de NaOH nos tempos de 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49, 56, 63 e 70 dias apos o inicio do experimento e realizado a leitura no
Espectrbmetro de Cintilacdo Liquida, para determinagdo da mineralizacdo dos
herbicidas. Apds 70 dias de incubacédo, os solos foram extraidos e os extratos foram
lidos em Espectrometro de Cintilacdo Liquida e concentrados. Realizou-se aplicacédo
nas placas de TLC e leitura em Radio scanner. Apds a extragdo, os solos foram
oxidados em Oxidador Biologico e a radioatividade foi determinada por Espectrémetro
de Cintilagdo Liquida. Os metabdlitos dos herbicidas foram identificados através da
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrébmetro de massa quadrupole
time-of-flight. O tempo de andlise foi de 9 minutos com coluna Acquity UPLC® BEH C-18
(1,7 pm, 2,1 mm d.i. x 100 mm) e temperatura de 40 °C. O metribuzin foi o menos
remobilizado, com uma média de 74,98% de produto que permaneceu ligado ao solo e 0
hexazinone foi o mais remobilizado (evolucdo do **CO, com média de 23,78%) em
ambos os solos e tratamentos. Através da avaliacdo das massas, formulas moleculares
e caracteristicas isotopicas, foram identificados o metabdlito DCPMU (1-(3,4-
dichlorophenyl)-1-methylurea), originado do diuron, o metabdlito B (3-cyclohexyl-6-
(methylamino)-1-methyl-1,3,5-triazine-2,4-(1H,3H)-dione), originado do hexazinone, e 0s
metabolitos DA (Desamino-metribuzin), DK (Diketo-metribuzin), e DADK (Desamino-
diketo-metribuzin), originados do metribuzin.

Palavras-chave: Préticas culturais. Comportamento no solo. Metabdlitos.
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ABSTRACT

VITI, M. L. Remobilization of bound residues of herbicides in soils cultivated with
sugar cane with vinasse application, straw and filter cake and identification of
metabolites. 2014. 70 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2014.

The environmental significance of the presence of bound residues of herbicides and their
metabolites in the soil are fundamental to new methods of herbicide application,
considering the transition of these residues to following crops, their effect on the biota of
terrestrial and aquatic systems, the potential transfer to the food chain, the potential for
contamination of groundwater, and their long term effects on the quality and fertility of
soils. The application of vinasse for fertigation, straw and filter cake in sugar cane fields
is often used, but it is unknown if such practice causes mineralization and remobilization
of bound residues of herbicides, which may provide benefits for the degradation of the
herbicides by soil microorganisms, or affect the quality of the soil, leaching to
groundwater. The aim of this project is to evaluate, under laboratory conditions, the
remobilization and degradation/mineralization of bound residues of **C-diuron, *'C —
hexazinone, *C - diuron + hexazinone e **C - metribuzin in two soils for growing sugar
cane, where were used known quantities of these herbicides radiolabeled with
application of treatments vinasse, filter cake and straw and identify the metabolites
formed from the remobilization. The experiment was performed in Bartha flasks
collecting solutions of NaOH at 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 and 70 days after the
beginning of the experiment and conducted the reading on the Liquid Scintillation
Spectrometer to determine the mineralization of herbicides. After 70 days of incubation,
the soils were extracted and the extracts were read in Liquid Scintillation Spectrometer
and concentrated. Application was made on TLC plates and read on Radio scanner.
After extraction, the soils were oxidized in Biological Oxidizer and the radioactivity was
determined by Liquid Scintillation Spectrometer. The metabolites of the herbicides were
identified by Ultra Performance Liquid Chromatography coupled to quadruple time-of-
flight mass spectrometer. The analysis time was 9 minutes with Acquity UPLC® BEH C-
18 column (1.7 pm, 2.1 mm d.i. x 100 mm) and temperature of 40 °C. The metribuzin
was the least remobilized, with an average of 74.98% of product that remained bound to
the soil and the herbicide hexazinone was the most remobilized (**CO, evolution
averaging 23.78%) in both soils and treatments. Through the masses, molecular
formulas and isotopic characteristics, were identified the metabolite DCPMU (1-(3,4-
dichlorophenyl)-1-methylurea), belongs to diuron, the metabolite B (3-cyclohexyl-6-
(methylamino)-1-methyl-1,3,5-triazine-2,4-(1H,3H)-dione), belongs to hexazinone, and
the metabolites DA (Desamino-metribuzin), DK (Diketo-metribuzin), and DADK
(Desamino-diketo-metribuzin), belongs to metribuzin.

Keywords: Cultural practices. Behavior in soil. Metabolites.
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1 INTRODUCAO

A cultura de cana-de-aclucar € uma das mais importantes do Brasil, devido a
enorme geracdo de empregos diretos, producdo de acucar, &lcool combustivel,
subprodutos, e mais recentemente, biodiesel. O aumento da producdo de alcool no
Brasil gera um aumento na producédo de vinhaca, onde cada litro de alcool gera
aproximadamente 13 litros de vinhaca. Quando depositada no solo, a vinhaca pode
promover melhoria em sua fertilidade, bem como as aplicacdes de palha de cana-de-
acucar e torta de filtro, porém essas aplicacdes tém sido contestadas pelos seus
efeitos prejudiciais no solo e nas aguas subterraneas.

Nessa cultura, como em outras, o uso de agrotéxicos € amplamente utilizado,
sendo a maior parte deles herbicidas para o controle de plantas daninhas. Outro
fator importante no controle das plantas daninhas é a utilizacdo de mistura de
herbicidas, em aplicacdo conjunta (conhecida como mistura de tanque). Esta pratica
nado é reconhecida por Lei no Brasil, mas pode gerar economia na aplicacdo e uma
maior efetividade no controle, devido ao aumento do espectro de acédo dos

herbicidas.

A maneira como um herbicida se comporta no ambiente depende de suas
caracteristicas, e também das caracteristicas do ambiente que se encontra. A
degradacdo de herbicidas refere-se a mudancas na natureza quimica da molécula
por processos fisicos (fotodecomposicdo), quimicos (oxidacdo, reducao, hidrélise,
formacdo de sais insollveis em agua e complexos quimicos) ou biol6gicos
(degradacao microbioldgica). A degradacdo, de um modo geral, é importante para
reduzir o nivel de residuo dos agrotoxicos no solo (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011).
Conforme o comportamento desse agrotéxico, ele pode ficar retido aos coldides do
solo, na forma de residuo ligado (espécies quimicas que ndo sado extraidas por

métodos que ndo modifiguem a natureza quimica da matriz).

O significado ambiental da presenca de residuos ligados de herbicidas no
solo é importante para novas metodologias de aplicacdo de herbicidas, pois deve ser
levada em consideracao a transicao desses residuos para culturas seguintes, o seu

efeito sobre a biota de sistemas terrestres e aquaticos, seu potencial de
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transferéncia para a cadeia alimentar, potencial de contaminacdo de &guas
subterraneas, e seus efeitos em longo prazo sobre a qualidade e fertilidade dos
solos (GEVAO et al., 2003).

O estudo do comportamento, da presenca e do destino desses residuos
ligados de agrotoxicos no solo apdés a aplicacdo de vinhaca, palha de cana-de-
acucar e torta de filtro € importante para saber os efeitos dessa aplicacdo; podendo
haver remobilizacdo e posterior mineralizacdo dos herbicidas, ou apenas a
remobilizacdo e por consequéncia a contaminacdo de aguas subterrdneas, afetando
também a qualidade do solo. A biodisponibilidade desses residuos pode ser um fator
mais importante para a saude humana e ambiental, do que a quantidade aplicada ou
até mesmo do residuo ligado. Uma linha de pesquisa vem surgindo com a finalidade
de verificar se, ap6s a formacao dos residuos ligados, eles teriam a capacidade de
se remobilizarem no ambiente (PEIXOTO et al.,, 2005). A identificacdo dos
metabdlitos formados também € de extrema importancia, pois muitas vezes 0s
préprios metabolitos sdo mais agressivos ao meio ambiente do que o produto

original.

Objetivou com este trabalho avaliar, em condicdes de laboratério, a
remobilizacdo e degradacéo/mineralizacdo dos residuos ligados de *C - diuron,
“C — hexazinone, C - diuron + hexazinone e C - metribuzin em dois solos
contrastantes de cultivo de cana-de-acucar, onde foram aplicadas quantidades
conhecidas destes herbicidas radiomarcados com posterior tratamento de vinhaca,
torta de filtro e palha de cana-de-acgucar, além de identificar os metabdlitos formados

a partir da remobilizagéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura de cana-de-agucar

Segundo dados do Acompanhamento da safra brasileira de cana-de-acgucar, a
area cultivada com cana-de-acucar que sera colhida e destinada a atividade
sucroalcooleira na safra 2014/15 sera de aproximadamente 9.130,1 mil hectares,
distribuidas em todos estados produtores. O Estado de Sdo Paulo € o maior produtor
com 51,7% da area plantada. A producéo total de cana-de-acicar moida na safra
2014/15 é estimada em 671,69 milh6es de toneladas, com aumento de 2,0% em
relacdo a safra 2013/14. A producdo de aclcar para esta safra estd estimada em
39,46 milhdes de toneladas e a producdo de etanol em 28,37 bilhGes de litros
(CONAB, 2014).

Um dos principais problemas enfrentados pela cultura de cana-de-agucar,
segundo Victoria Filho e Christoffoleti (2004) € a interferéncia sofrida pela presenca
de plantas daninhas, que podem provocar perdas na produtividade da cultura, em
até 85%, quando ndo controladas adequadamente. A cana-de-acucar, apesar de
representar o ciclo C4 e usar de maneira altamente eficiente os recursos disponiveis
para seu desenvolvimento, € afetada nas fases iniciais de crescimento pelas plantas

daninhas, principalmente por gramineas e ciperaceas.

Pode-se dizer que a maioria dos herbicidas com recomendacdo de uso na
cultura da cana-de-aglcar, seja por meio de aplicacbes em pré-plantio ou pré-
emergéncia, ou por meio de pés-emergéncia inicial, atinge o solo (LAVORENTI,
2003).

Baseado nas informacdes disponibilizadas no site do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — Coordenacgdo Geral de Agrotoxicos e Afins/DFIA/SDA —
AGROFIT (BRASIL, 2014), entre os herbicidas registrados para a cultura de cana-

de-acucar, destacam-se o diuron, diuron + hexazinone, hexazinone e metribuzin.
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2.2 Residuos ligados e remobilizacdo

Segundo Lavorenti (2002), o destino dos agrotéxicos quando aplicado nas
culturas pode ser a transformacéo de produtos de menor toxicidade, ou raramente
de maior toxicidade, ou transportado para outros compartimentos do ambiente, que
ndo o sistema solo, podendo atingir o lencol freatico, ou pode acontecer de o
agrotoxico ficar retido ao sistema solo na forma de residuo ligado, e permanecer por

longos periodos sem manifestar sua atividade.

A definicdo de residuos ligados proposta por Roberts (1984), adotada pela
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e geralmente aceita na
literatura é “substancias quimicas originarias de agrotoxicos, utilizadas de acordo
com as boas préticas agricolas, que ndo sao extraidas por métodos que nao alterem

significativamente a natureza quimica desses residuos”.

Quando uma molécula de agrotéxico encontra-se sorvida aos coléides, ela
pode se apresentar na forma de residuo ligado (ndo disponivel) (LAVORENTI,
1997), porém residuos ligados de agrotoxicos ndo devem ser considerados como
permanentemente ligados porque havera sempre um potencial para reversibilidade
parcial da ligacdo. Entédo, o termo remobilizacdo entra em acao, para explicar porque
0 que antes estava imével, agora tem potencial de mover-se ou organizar-se
novamente (LAVORENTI, 2002).

Segundo Prata e Lavorenti (2000), quando qualquer tipo de material organico
€ adicionado a um solo em que foi aplicado um determinado herbicida, este material
pode influenciar de duas maneiras no comportamento da molécula: aumentando a
sor¢ao do herbicida, indisponibilizando-o, ou ativando a microbiota do solo e, assim,
promovendo um aumento da sua degradacao. A atividade microbiana é reconhecida
como um dos fatores mais importantes na eliminagdo de produtos quimicos no

ambiente.

Segundo Klaassen (2008), se uma substancia original for mais toxica que
seus produtos de degradacdo, o aumento da sua biotransformacao acarretara em

um aumento dos produtos de degradacao diminuindo a sua toxicidade. No entanto,
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se a toxicidade do produto quimico for, em grande parte, devido a um produto

metabdlico, a inibicdo da sua biotransformacéo iré diminuir a sua toxicidade.

‘Deve-se destacar a importancia da remobilizacdo provocada pela
biofertilizacdo que disponibiliza fungos, bactérias e leveduras no solo tratado com
palha da cana, vinhaga e torta de filtro, facilitando a biodegradacdo e mineralizagéo
dos agrotoxicos, trazendo um beneficio complementar ao agroecossistema”

(informacéo verbal)®.

2.3 Aplicagéo de vinhaca na cultura de cana-de-agucar

Nas usinas de cana-de-acucar, a vinhaca resultado do processo de producao
do alcool é um dos residuos mais importantes das destilarias. Esse residuo
caracteriza-se pela elevada proporcdo em que é produzido (aproximadamente 13
vezes o volume de &lcool ou de aguardente) (CETESB, 2006).

Segundo a Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo - CETESB (2006),
vinhaca é liquido derivado da destilacdo do vinho, que € resultante da fermentacdo
do caldo da cana-de-acUcar ou melaco. A dosagem para a aplicacdo de vinhaca
para enriquecimento do solo agricola devera ser calculada considerando a
profundidade e a fertilidade do solo, a concentracdo de potassio na vinhaca e a

extragdo média desse elemento pela cultura, conforme equacéo abaixo.

A dosagem méaxima de vinhaca a ser aplicada no tratamento de solos
agricolas em cultura de cana-de-acucar € determinada pela Equacdo 1 segundo
proposto pela CETESB (2006).

m® de vinhaca/ha = [(0,05 x CTC — ks) x 3744 + 185] / kvi (2)

! Informacao fornecida pelo Prof. Dr. Valdemar Luiz Tornisielo, Laboratério de Ecotoxicologia, Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, em 2014.
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Onde:

0,05 =5% da CTC;

CTC = Capacidade de Troca Catidnica, expressa em cmol.-dm™, dada pela analise
de fertilidade do solo;

ks = concentracdo de potéassio no solo, expresso em cmol.-dm™, & profundidade de 0
a 0,80 m;

3744 = constante para transformar os resultados da analise de fertilidade, expressos
em cmolc-dm™, para kg de potassio em um volume de 1 (um) hectare por 0,80 m de
profundidade;

185 = massa, em kg, de K,0 extraido pela cultura por hectare, por corte;

kvi = concentracéo de potassio na vinhaca, expressa em kg de K,O-m™.

Na usina de estudo, localizada no Estado de Sao Paulo, a concentragcédo de
potassio na vinhaca (kvi) é analisada trés vezes ao dia, e de acordo com esses
dados, e com as caracteristicas do solo, a aplicacdo da vinhaca no campo é

realizada em média de 300 m*-ha™* (informac&o verbal)?.

2.4 Aplicacédo de torta de filtro na cultura de cana-de-acucar

A torta de filtro € um residuo composto da mistura de bagaco moido e lodo da
decantacdo, sendo proveniente do processo de clarificacdo do acucar. Para cada
tonelada de cana moida sdo produzidos aproximadamente 25 kg de torta. A torta de
filtro, juntamente com a vinhacga, tem largo emprego nos canaviais como fertilizante e
composto organico (ANDRADE; DINIZ, 2007).

A matéria organica presente na torta de filtro traz grandes beneficios a cana-
de-acucar, sendo considerada um subproduto nobre dentro das usinas, dentre eles:
1. presenca de micronutrientes na matéria organica; 2. 0os minerais nela contidos
estdo menos sujeitos a lixiviagao; 3. aumento da CTC dos solos na regido onde a

torta € aplicada; 4. capacidade de reter maiores quantidades de agua, que podem

2 Informacéo fornecida por Sr. Luiz Henrique Franco de Campos, em 2014.
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suprir deficiéncias hidricas, principalmente na brotagdo; 5. propicia melhores
condicdes fisico-quimicas e microbioldégicas para o desenvolvimento da planta
(PENATTI, 1991). Segundo Almeida Janior et al. (2011), a aplicacéo de torta de filtro
promove uma melhoria na fertilidade do solo em virtude do aumento nos teores de
macro e micronutrientes, na reducdo dos teores de Al, e também é favoravel as

plantas de cana-de-acUcar quando usada como composto organico.

A quantidade de torta de filtro aplicada nos canaviais da Usina de estudo € de

aproximadamente 16 t-ha™, no plantio de cana-de-agucar.

2.5 Aplicagéo de palha na cultura de cana-de-agucar

O uso da palha da cana deixada sobre o solo apos a colheita, principalmente
nas areas mecanizadas, vem otimizando o processo de fertilizagdo em termos de
reciclagem de nutrientes e protecdo do solo (UNICA, 2011). Mesmo depois de
colhida, a palha depositada protege o solo da erosdo. A presenca da palha no
campo também reduz a incidéncia de energia luminosa sobre o solo, inibindo o
processo de fotossintese e a germinacdo de algumas plantas daninhas, presentes
no banco de sementes do solo (ANDRADE; DINIZ, 2007). Em estudo realizado por
Moitinho et al. (2013), foi demonstrado que manejos conservacionistas do solo em
areas de cana-de-aclucar com a permanéncia dos residuos sobre sua superficie,
sem disturbio, sdo estratégias eficientes para a reducdo das emissbes de CO, do
solo, pois a cobertura vegetal propiciada pela palhada da cultura auxilia na

preservacao da umidade e favorece menores temperaturas na superficie do solo.

Na Usina de estudo, 82% da colheita € mecanizada, e em média sao
deixados ao solo de 6 a 8 t-ha™ de palha.
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2.6 Diuron e seus metabdlitos

O herbicida diuron, [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia], pertence ao grupo
guimico das uréias substituidas e apresenta amplo espectro de a¢éao, recomendado
para aplicacdo em pré e pos-emergéncia inicial das plantas daninhas normalmente
em misturas com outros herbicidas, como o hexazinone e paraquat. Apresenta
absorcao radicular e com menor intensidade foliar, seu mecanismo de acédo € a
inibicho do fotossistema 1l e a meia-vida média no campo € de 90 dias
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

As principais caracteristicas desta molécula relacionadas ao seu
comportamento sdo a baixa solubilidade em agua, 42 mg-L™* a 25°C, Kow de 589,
pKa 0 (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011), K, € K4 para 1,83% de matéria organica de
145 e 1,44 L-kg™, respectivamente, Ko e Kg para 2,59% de matéria organica de
310 e 4,34 L-kg™, respectivamente (CARBO et al. 2007), densidade de 1,5 g-ml™,
pressdo de vapor de 1,15 x 10° mPa a 25°C (GREEN; LEWIS; COLES, 2007).
Segundo Dias (2012), o diuron foi classificado como pouco movel para o solo
Latossolo Vermelho eutréfico (LVe) e com mobilidade intermediaria para o solo

Neossolo Quartzarenico ortico (RQO).

ApOs sua aplicagdo no solo, é adsorvido pelos coldides inorganicos e/ou
matéria organica, sendo pouco lixiviavel em solos argilosos, porém, lixiviavel nos
arenosos. E degradado principalmente pelos micro-organismos e perdas podem
ocorrer por fotodecomposicdo quando exposto por varios dias ou semanas a
radiacdo solar (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011). A fotodegradacdo é
significativamente importante apenas quando a molécula permanece na superficie
do solo por varios dias ou semanas (HESS; WARREN, 2002). A sorcdo do diuron no
solo tem sido atribuida, principalmente, a matéria organica. Um estudo realizado por
Rocha (2003) mostrou que o comportamento sortivo do herbicida apresenta
correlacéo significativa com os teores de matéria organica e CTC do solo.

Segundo dados da USEPA (2003), o diuron €& persistente e estavel a
hidrolise em pH 5, 7 e 9. Sua meia vida em estudos laboratoriais de metabolismo em
solo aerbbico e anaerobico é de 372 e 1000 dias, respectivamente.
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Entretanto, em um sistema laboratorial aquatico, a degradagdo ocorreu com uma
meia vida de 33 e 5 dias em sistema aerobico e anaerobico, respectivamente. Em
solos, a meia vida do diuron e seu metabdlito DCPMU variaram de 73 a 139 dias e

217 a 1733 dias, respectivamente.

Em estudos de fotodegradagéo aguosa e em solo, a meia vida do diuron foi
calculada em 43 e 173 dias, respectivamente. Em agua, os produtos de degradacao

da fotdlise séo didxido de carbono (CO,) e no minimo 13 produtos polares menores.

No solo, o metabdlito com maior degradacéo foi o DCPMU, e os metabdlitos com
menor degradacao foram DCPU, 3,4-DCA, e 3,3',4,4'-tetrachlorobenzene (TCAB). A
meia vida em estudos de metabolismo de solo aer6bico e anaerdbico foi de 372
(aerdbico) e 1000 (anaerdbico) dias. Sob condi¢cdes aerdbicas, a maior quantidade
de produto de degradacédo foi o DCPMU, e a menor quantidade de produtos de

degradacéo foram o DCPU e CO,. Sob condi¢cdes anaerdbicas, o unico produto de

degradacéao foi o DCPMU (USEPA, 2003).

O diuron é um composto cancerigeno, e a sua degradacdo parcial pode
conduzir a metabdlitos potencialmente problematicos, onde, por exemplo, o 3,4-
dichloroanilina (3,4-DCA) tem sido descrito como ainda mais prejudicial para

organismos ndo-alvo que o préprio diuron (TIXIER et al., 2001).

A rota de degradacéo e mineralizagdo do diuron e formacéo de metabdlitos é
apresentada na Figura 1 e as informacfes dos principais metabdlitos do diuron séo

apresentadas na Tabela 1.
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Figura 1 - Rota de degradacao do diuron e formacgédo de metabdlitos. Adaptado de Sgrensen
et al. (2013).

Tabela 1 - Informacdes dos principais metabdlitos do diuron

Principais metabdlitos do diuron

Nome DCPMU DCPU 3,4-DCA
Nome quimico 1-(3,4-dichlorophenyl)-1- . 3.4- 3,4-dichloroanilina
methylurea dichlorophenylurea
n'?glgrc‘t‘]:gr CeHaCloN,0 C/HeCLN,O CoHsCILN
Massa molecular 219,07 205,04 162,02
(g mol™)
Solubilidade em
agua a 20°C 490 940 580
(mg ")
Coeficiente de
particdo octanol- ) 235 269
aguaempH7e ’ '
20°C (logKow)
Numero CAS 3567-62-2 2327-02-8 95-76-1

Fonte: FOOTPRINT - Green, Lewis e Coles (2007).
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2.7 Hexazinone e seus metabodlitos

O herbicida hexazinone (3-cyclohexyl-6-(dimethylamino)-1-methyl-1,3,5-
triazine-2,4(1H,3H)-dione) € um herbicida sistémico, pertence a classe das
triazinonas sendo registrado para o controle de plantas daninhas em pré e pos-
emergéncia inicial na cultura da cana-de-aglicar. E um herbicida residual e de
contato, absorvidos prontamente pelas folhas e pelas raizes e € um produto
extremamente toxico (LORENZI, 2000). Seu mecanismo de acdo é a inibicdo do
fotossistema I, sofre degradacdo pelos micro-organismos do solo e € suscetivel a
fotodegradacdo (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

As principais caracteristicas desta molécula relacionadas ao seu
comportamento sdo: alta solubilidade em &gua, 33000 mg-L™ a 20°C, pressdo de
vapor de 0,03 mPa a 25°C, densidade de 1,25 g-ml* (GREEN; LEWIS; COLES,
2007; RODRIGUES; ALMEIDA, 2011), logKoy de 1,20, persisténcia relativa nos
solos (meia-vida de dissipacéo de 30 a 180 dias) (CHRISTOFFOLETI et al., 2005), e
pKa de 0 (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011). Koc € K4 para 1,07% de matéria organica
de 30 Lkgt e 0,18 L-kg’, respectivamente, Koc e Ky para 2,68% de matéria
organica de 52 L-kg* e 0,75 L-kg™, respectivamente (OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2001). Segundo Dias (2012), o hexazinone foi classificado como mével para o solo

LVe e muito mével para o solo RQo.

A rota de degradacdo e mineralizacdo do hexazinone e formacdo de
metabdlitos é apresentada na Figura 2 e as informacdes dos principais metabdlitos

do hexazinone sédo apresentadas na Tabela 2.



26

e
H04<:>7 N% \CH
=} \CH ’
o, ? <)
>—~\ pL Metabdlito A >;N\
Osr T O
N >—N CHa o CHy
Metabdlito G C>_ N Metabdlito B
N
o 'cH,

Q. o,
>_,.,H Hexazinone > " .
Ho@_N >:° / \ _Q \>_ /C 3
HO N NH
& ! N
g \CH: E d \cH,
Metabdlito E Q >_: Metabdlito C
N {s]
N\
Q Ci
Metabdlito D

Figura 2 - Rota de degradacdo da hexazinone e formacdo de metabdlitos. Adaptado de
Fischer e Michael (1995).



Tabela 2 - Informacdes dos principais metabdlitos do hexazinone

Principais metabélitos do hexazinone

Nome A B C
3-(4- 3-(4-
hydroxycyclohexyl)-6- hydroxycyclohexyl)-6-
(dimethylamino)-1- (methylamino)-1-
methyl-1,3,5-triazine- methyl-1,3,5-triazine-
2,4(1H,3H)dione 2,4(1H,3H)-dione

3-cyclohexyl-6-
(methylamino)-1-
methyl-1,3,5-triazine-
2,4-(1H,3H)-dione

Nome quimico

Formula

molecular C12H20N4Os5 C11H1sN4O; C11H1gN4O3
Massa molecular 268,16 238,14 25413
(g mol™)
Numero CAS 72576-13-7 56612-22-7 72585-88-7

D

3-cyclohexyl-1-
methyl-1,3,5-triazine-

2,4,6(1H,3H,5H)trione  2,4,6(1H,3H,5H)trione

C10H15N303

225,11

E
3-(4-
hydroxycyclohexyl)1-
methyl-1,3,5-triazine-

ClOHlSNBOél

241,24

72576-14-8

G

3-cyclohexyl- 6-
(methylamino)-1,3,5-
triazine-
2,4(1H,3H)dione

C10H16N4OZ

224,12

Fonte: Fischer e Michael (1995).

27



28

2.8 Metribuzin e seus metabdlitos

O herbicida metribuzin (4-amino-6-tert-butyl-4,5-dihydro-3-methythio -1,2,4 —
triazin-5-one), pertence ao grupo quimico das triazinonas, e é registrado no Brasil
para controle de plantas daninhas em cana-de-agucar com aplicacdo em condi¢cfes
de pré e pos emergéncia inicial. E um herbicida seletivo e de largo espectro de ac¢éo
contra plantas daninhas de folhas largas. Apresenta absorcdo radicular, com
moderada absorcédo foliar quando em pés-emergéncia (RODRIGUES; ALMEIDA,
2011).

A absorcédo do metribuzin pela planta € tanto pelas raizes quanto pelas folhas,
e dentro do tecido vegetal, o metribuzin é translocado até os cloroplastos, agindo
como inibidor do fotossistema Il. Segundo Rodrigues e Almeida (2011), o metribuzin
€ um po cristalino de cor branca, ndo inflaméavel as temperaturas normais de uso e
armazenagem, de formula molecular CgH14N4OS e possui as seguintes
caracteristicas fisico-quimicas: constante de dissociacao (pKa) de 1,0, coeficiente de
particdo octanol-agua (Kow) de 44,7, coeficiente de sorcdo (Koc) médio de 60 mL-g™
de solo. Possui densidade de 1,26 g-ml™, presséo de vapor de 0,121 mPa a 25°C e
solubilidade em agua de 1165 mg-L™* a 20°C (GREEN; LEWIS; COLES, 2007).
Segundo estudo realizado por Singh et al. (2012), o valor de K4 para o metribuzin
variou entre 0,22 e 6,96 para trés diferentes tipos de solo, e o valor de Kgc
permaneceu entre 56,4 e 1831,6. Segundo Dias (2012), o metribuzin foi classificado

com mobilidade intermediaria para o solo LVe e mdvel para o solo RQo.

Segundo a USEPA (1998), as principais vias de degradacdo de metribuzin e
seus principais produtos de degradacéo (DK e DADK) sdo o metabolismo microbiano
e a degradacéo fotolitica em solo. Estes compostos permanecem disponiveis para a
lixiviacdo para as aguas subterraneas e para o escoamento superficial. Isto é porque

0 metribuzin e os seus produtos de degradacdo nédo sdo volateis.
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Além disso, embora a velocidade de fotodegradacdo seja rapida para
produtos quimicos expostos, apenas cerca de 1 milimetro a parte superior do solo &
realmente exposta a luz solar. Uma vez na agua subterranea, o metribuzin devera
persistir devido a sua estabilidade a hidrdlise e a falta de penetragcéo da luz (USEPA,
1998).

O metribuzin é muito estavel a hidrolise e relativamente estavel ao
metabolismo do solo aerdbio e anaerdbio (ty2 € de 106 e 112 dias, respectivamente).
Mesmo que a fotdlise direta em agua e em solo parecem degradar rapidamente o
metribuzin em laborat6rio (t1» de 4,3 horas e 2,5 dias), apenas o metribuzin que esta
na superficie do solo é influenciado pela fotdlise. Por essa razéo, a persisténcia no
solo parece ser mais afetada pelo metabolismo do solo (aerébio e anaerdbio) do que
por fotblise, com meias-vidas de campo de 40-128 dias. Devido ao potencial de
escoamento, a fotélise em H,O tem resultados criticos (USEPA, 1998).

A rota de degradacdo e mineralizacdo da metribuzin e formacdo de
metabdlitos é apresentada na Figura 3 e as informacdes dos principais metabdlitos

do metribuzin sdo apresentadas na Tabela 3.
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Figura 3 - Rota de degradacdo da metribuzin e formacdo de metabdlitos. Adaptado de
Roberts (2001).
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Tabela 3 - Informacdes dos principais metabdlitos do metribuzin

Principais metabdlitos do metribuzin

Nome DADK DA DK 4 6
Nome quimico Desamir_wo—diketo— Desqmin_o— Dik_eto—. i i
metribuzin metribuzin metribuzin
Formula C;H11N50 CeHisNsOS  CiHNiO,  CgHiN,O,S  CgHiaNsO,S
molecular 7VH111IN3V2 8l 1131N3 71112IN4J2 81 '1141N4\J2 8l 113IN3\J2
Massa
molecular 169,18 199,07 184,19 230,08 215,07
(g mol™)
Solubilidade em
agua a 20°C 5350 - 1650 - -
(mg 1)
Numero CAS 52236-30-3 35045-02-4  56507-37-0 - -

Fonte: FOOTPRINT - Green, Lewis e Coles (2007).

2.9 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrdbmetro de massa
guadrupole time-of-flight

Desde o inicio da cromatografia liquida, em 1950, até os dias atuais, muitos
avancos foram alcancados e todos impulsionados pelo desenvolvimento continuo de
novas particulas de fases estacionarias capazes de gerar colunas mais seletivas,

eficientes e estaveis quimica e mecanicamente (MALDANER; JARDIM, 2009).

A etapa de separacdo cromatogréafica pode ser demorada quando analisadas
grandes quantidades de compostos em matrizes complexas. Na tentativa de
contornar este problema varias estratégias tém sido adotadas, dentre elas, o uso de
colunas recheadas com particulas de tamanho inferior a 2 pm, denominada
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (ultra performance liquid chromatography —
UPLC) (MALDANER; JARDIM, 2009; YU et al., 2006). Uma das vantagens do uso
de particulas menores que 2 um € que a eficiéncia da coluna pode ser mantida com
a diminuicdo do seu comprimento. Colunas menores permitem separacdes mais
rapidas, uma vez que o0 tempo de separacdo € proporcional ao comprimento da
coluna. Além disso, a utilizacdo de uma coluna menor consome menor quantidade
de solvente e de amostra (MALDANER; JARDIM, 2009).
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A cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa tém demonstrado ser uma técnica valiosa na andlise de residuos de
agrotoxicos de misturas e matrizes complexas, fornecendo respostas analiticas mais
rapidas com uma maior sensibilidade em comparacdo com os métodos de
cromatografia liquida tradicionais. Essa combinacédo fornece vantagens significativas
em relagcdo a seletividade, sensibilidade e velocidade (FRENICH et al., 2008).
Segundo Queiroz et al. (2012), ndo somente ha o aumento da eficiéncia, mas
também se obtém uma melhor resolugéo, um menor tempo de anéalise e uma melhor
detectabilidade.

O espectrometro de massa QTOF € um quadrupolo hibrido de tempo de voo
(time-of-flight - TOF) com capacidade MS/MS (tandem mass spectrometry). O
quadrupolo é operado como um guia de ions no modo MS e como um dispositivo de
selecdo de massa no modo MS/MS. Um analisador TOF € colocado ortogonalmente
ao quadrupolo e serve como um dispositivo de resolucdo de massa para ambos os
modos MS/MS e MS. Uma célula de colisdo esta localizada entre o quadrupolo e o
analisador TOF para induzir a fragmentacdo no MS/MS. O detector final € uma placa
de micro canais com alta sensibilidade. E extremamente rapido, possui alta
capacidade de resolucdo, é altamente sensivel a técnicas que toleram substancias
indesejaveis e permite a identificacdo dos metabdlitos sem a utilizacdo de padrdes
(SILVA-STENICO et al.,, 2009). Sua aplicacdo é bastante ampla, especialmente
quando alta resolugdo € necessaria e a faixa de massas que analisa é ampla
(LANCAS, 2013). Oferece alta resolucdo para o ion precursor e ions produto, o que
constitui na identificacdo da massa molecular com quatro casas decimais
(PASCHOAL et al., 2009). Segundo Vessecchi et al. (2011), o TOF € um instrumento
que separa ions por m/z em uma regido livre de campo apos aceleracdo por uma
voltagem de aceleracdo fixa. lons com a mesma energia translacional inicial e
diferente m/z levam tempos diferentes para atravessar uma dada distancia em uma
regido livre de campo. Em outras palavras, o tempo necessario para um ion
atravessar o0 tubo serad inversamente proporcional a raiz quadrada da razdo m/z
(também por simplicidade é comum assumir-se que € proporcional a massa), uma
vez que a distancia entre a formacdo do ion e o detector é fixa (depende do
comprimento do tubo) (LANCAS, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Remobilizagao

O estudo foi realizado no Laboratério de Ecotoxicologia do CENA/USP
(Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo), localizado
em Piracicaba, SP, Brasil.

3.1.1 Equipamentos e Vidrarias

Os equipamentos utilizados foram balanca analitica Gehaka BG 4400, estufa
Tecnal TE-394/2, centrifuga Hitachi CF16RXIl, mesa agitadora (tipo orbital) Tecnal
TE 140, oxidador de amostras biol6gicas Harvey OX-500, ultrassom Branson 2510R-
DTA, moinho para solos Marconi, aplicador automatico para placas de TLC Camag
Lonimat IV, analisador linear automético de TLC (Scanner) Berthold Tracemaster 40,
analisador de cintilacdo liquida Perkin Elmer Tricarb 2910 TR, cyclone plus Perkin
Elmer C431200, monitor de radia¢cdo Herfurht Minicont H1370W, micropipetas, vials
de cintilacdo, frascos biométricos tipo Bartha, béqueres, provetas, balGes

volumeétricos, e pipetas volumétricas.

3.1.2 Condugéao do experimento

Foram utilizados dois tipos de solo contrastantes, Latossolo Vermelho
eutrofico (LVe) e Neossolo Quartzarenico ortico (RQo) os quais foram coletados em
2011 e aplicado herbicidas radiomarcados com *C, utilizados no Projeto de
Pesquisa “Comportamento e modelagem matemética dos herbicidas ametrina,
diuron, glifosato, hexazinone e metribuzin aplicados em solos”, para estudo de
degradacéo destes produtos, e foram conduzidos de acordo com o método descrito
na norma “Aerobic and Anaerobic Transformation in Soil” (OECD, 2002). Estes solos
foram utilizados por que apresentavam quantidades conhecidas de residuos ligados

de '*C-herbicidas no solo, e se apresentavam estéreis, devido as extracdes com
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solventes realizadas no estudo acima citado, possibilitando assim o presente estudo
sobre a remobilizacdo dos herbicidas diuron, hexazinone, diuron + hexazinone e

metribuzin.

A nova coleta das amostras de solo foi realizada nas mesmas coordenadas
geograficas (LVe: 22°34.985 S e 47°33.988 O; e RQo: 22°14.367° S e
47°43.100° O) para restaurar a atividade microbiana dos solos estéreis com o0s
residuos ligados. A profundidade de coleta foi de 0 a 0,10 m (primeira camada do
solo) apés a retirada da cobertura vegetal, e os solos foram peneirados em peneiras
de 1,7 mm.

Foram realizados 4 tratamentos apds a mistura dos solos natural e
radiomarcado: adicdo de vinhaca, adicdo de torta de filtro, adicdo de palha de cana-
de-acucar e sem adicdo de substrato. A vinhaca, torta de filtro e palha de cana-de-
acucar foram fornecidas por uma usina da regido de Piracicaba — SP. A vinhaca
utilizada no estudo foi a mesma utilizada diretamente nos canaviais, ou seja, diluida
em agua amoniacal e a quantidade aplicada foi determinada considerando a norma
P4.231 da CETESB (2006).

Os solos, a vinhaca, a torta de filtro e a palha de cana-de-acucar foram
analisados no Laboratério Agrotécnico Piracicaba Ltda, e os dados estédo
apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Principais atributos fisicos e quimicos dos solos utilizados no experimento

Parametros Solo

LVe RQo
Areia (g-kg™) 170 900
Silte (g-kg™) 142 13
Argila (g-kg™) 688 87
pH CaCl, 49 5,0
M.O. (g-dm™) 25,0 19,0
SB (mmolg-dm™) 42,0 19,0
CTC (mmol,-dm™) 80,0 47,0
V (%) 53,0 40,0
P (mg-dm?) 50,0 13,0
K (mmol-dm™®) 7,3 0,8
Ca (mmol.-dm™) 23,0 14,0
Mg (mmol¢-dm™) 12,0 4,0
H+Al (mmol,-dm™) 38,0 28,0

Al (mmol,-dm) 1,0 0
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Tabela 5 - Atributos quimicos da vinhaga, torta de filtro e palha de cana-de-acgulcar

Vinhaca Torta de filtro Palha de cana

Nitrogénio (N) g/kg 0,68 11,2 5,6
Fosforo (P) gkg 0,11 10 0,7
Potéassio (K) gkg 2,27 3,93 9
Célcio (Ca) g/kg 0,78 26,75 3,7

Magnésio (Mg) g/kg 0,27 3,18 11
Enxofre (S) gkg 0,46 8,25 3

Matéria Organica g/kg - 455,09 -
Umidade % - 3,83 -

Carbono Organico % 3,92 - -

O histdrico de aplicacdo dos herbicidas nas glebas coletadas € apresentado

na Tabela 6.

Tabela 6 - Histérico de uso de herbicidas onde os solos foram coletados

Solo INSUMO Data Area Produto Total Co.nsumo
(dd/mm/aaaa) Consumido Médio (dose)
Sulfentrazone 20/12/2011 140,21 174,10 1,24
Clomazone 20/12/2011 35,50 65,00 1,83
Ametryn 20/12/2011 140,21 235,18 1,68
LVe S-metolachlor 20/12/2011 104,71 264,72 2,53
Glyphosate 07/12/2011 55,25 305,74 5,563
2,4- D Amina 07/12/2011 55,25 107,91 1,95
Sulfentrazone 07/12/2011 55,25 116,00 2,10
Clomazone 07/12/2011 55,25 77,34 1,40
RQO Sulfentrazone 10/05/2012 60,00 82,00 1,37
Tebuthiuron 10/05/2012 60,00 129,00 2,15

Foram utilizados os solos de dois tempos de extracdo (56 e 70 dias) do
estudo de degradacao ja finalizado, para a avaliagdo de todos os herbicidas. Os
solos foram misturados e utilizados juntamente, pois nesses tempos apresentaram
maior quantidade de formacdo de residuo ligado. Na Tabela 7 é apresentada a
atividade especifica, pureza, e quantidade de residuos ligados nos tempos

utilizados.
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Tabela 7 - Atividade especifica, pureza, quantidade de residuos ligados nos solos
nos tempos 56 e 70 dos herbicidas utilizados no estudo de remobilizag&o
Quantidade **C

Atividade

Solo Herbicidas especifica Pureza somatoria dos
(MBg-mg) (%) tempos 56 e 70
(Bg-g de solo)
“C — Diuron 2,43 98,70 165,39
14C - Diuron + hexazinone 2,43 98,70 134,47
LVe  C - Hexazinone 3,14 99,80 101,70
14C - Metribuzin 2,30 97,01 206,91
14C — Diuron 2,43 98,70 206,66
4C - Diuron + hexazinone 2,43 98,70 119,86
RQo  'C - Hexazinone 3,14 99,80 66,37
14C - Metribuzin 2,30 97,01 119,49

Antes do inicio do estudo foram determinadas a umidade (item 3.1.3),
capacidade de campo (item 3.1.4), quantidade de solo (base seca) a ser pesada e
acondicionada nos frascos de Bartha (item 3.1.5) e volume de 4gua a ser adicionado
aos frascos para se atingir 75% da capacidade de campo (item 3.1.6) para os dois

tipos de solo.

3.1.3 Determinacao da umidade nas amostras de solo (U)

Primeiramente, trés placas de Petri (m,) foram pesadas e foram adicionadas
10 g de solo umido. As placas foram novamente pesadas e observou-se a massa
total (placa + solo umido). Apés este procedimento, levou-se as placas para a estufa
a 105 + 1°C, por 24 horas. Apés este periodo as placas foram retiradas da estufa e
colocadas no dessecador até que atingissem a temperatura ambiente. Apds o

resfriamento, as placas foram pesadas novamente (placa + solo seco).

A umidade da amostra de solo foi calculada pela diferenga entre os pesos das

amostras Umidas e secas, utilizando-se a Equacéo 2 de acordo com OECD (2002):
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m, + m)—(mp + ms)

o
Dk = )

(2)

Onde:

m, = massa da placa de Petri (g);
mp + m = massa do placa + massa do solo imido (g);
m, + Mms = massa da placa + massa do solo seco (g);

U = umidade da amostra de solo (kg-kg™).

3.1.4 Capacidade de campo nas amostras de solo (CC)

A capacidade de campo foi determinada pela técnica TSFM (torrdo separado
pela frente de molhamento), descrita por Costa (1983), onde se coloca solo seco ao
ar peneirado em peneira de 1,7 mm em um Becker de 500 ml até completar o
volume. Goteja-se 2 mL de agua destilada em 10 segundos. Apos 10 segundos
(procedimento realizado para trés repeti¢cdes), o torrdo imido formado é separado do
resto do solo com o auxilio de uma pinc¢a curva e colocado em uma placa de Petri

sendo levadas a estufa a 60 + 1°C por 24 horas.

Apés o periodo de secagem o torrdo foi pesado e a capacidade de campo foi
calculada pela diferenca entre os pesos das amostras Umidas e secas, utilizando-se

a Equacao 3:

mp + m)—(mp + ms)

ccon - (m, +m.)—(m,)

x100 (3)

Onde:

m, = massa da placa de Petri (g);
m, + m = massa do placa + massa do solo umido (g);
m, + Mms = massa da placa + massa do solo seco (g);

CC = capacidade de campo (%).
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3.1.5 Determinacao da quantidade de solo a ser pesado

De acordo com a OECD (2002), o experimento de degradacdo e
mineralizacdo deve ser preparado com 50 g de solo (base seca) e para a
determinacdo do peso real do solo umido (equivalente a 50 g de solo seco), a
quantidade de solo a ser pesado e acondicionado no frasco biométrico tipo Bartha,

para cada tipo de solo, deve ser determinada através da Equacéo 4:
m=1+U)xm, (4)

Onde:

m = massa de solo, na umidade atual, a ser pesada (g);
ms = massa de solo seco desejada (Q);

U = umidade atual da amostra de terra (kg-kg™).

O total de massa de solo seco foi de 50 g (25 g do solo natural + 25 g do solo
radiomarcado), e a quantidade de solo umido utilizado foi de 56,13 g para o solo LVe
(25 g de solo radiomarcado + 31,13 g de solo natural), e 51,82 g para o solo RQo

(25 g de solo radiomarcado + 26,82 g de solo natural).

3.1.6 Determinacado do volume de agua a ser adicionado aos frascos

Para a montagem dos estudos, as amostras de solo utilizadas devem conter
75% da capacidade de campo, e para isto € necesséria a adicdo de agua ao solo.
Assim, foi utilizada a Equacdo 5 para determinar a quantidade de agua a ser
adicionada. Caso o calculo seja negativo, 0 solo deve ser exposto ao ar para perder

agua.
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A T

Onde:

V, = volume de agua a ser adicionado a amostra de terra (mL);
CC = capacidade de campo (%);
U = umidade atual da amostra de terra (kg-kg™);

ms = massa de solo seco (g).

3.1.7 Montagem do experimento

Os célculos de teor de umidade das amostras, capacidade de campo,
guantidade de solo a ser pesada e volume de agua a ser adicionado nos frascos
foram feitos separadamente para os solos radiomarcado (do estudo de degradacéo
finalizado) e para o natural (coletado para restaurar a atividade microbiana),

conforme Tabela 8.

Em frascos biométricos de 300 mL, foi adicionado 56,13 g de solo LVe
(25 g de solo radiomarcado e 31,13 g de solo natural), e 51,82 g de solo RQo
(25 g de solo radiomarcado e 26,82 g de solo natural), separadamente. Em seguida,
foi misturado aos frascos a vinhaca, palha de cana-de-acucar, torta de filtro e um
tratamento sem aplicacéo de substrato, separados em frascos por herbicida, por tipo

de solo e por tratamento.
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Tabela 8 - Teor de umidade, capacidade de campo, massa de solo e volume de

agua adicionado nos frascos de Bartha para os dois tipos de solos

Teor de Capacidade de Massade Volume de
Solos umidade (U) campo (CC) solo (m) agua (V,)
kg-kg™ % G mL
LVe natural 0,245 35,22 31,13 0,48
LVe radiomarcado 0 35,22 25,00 6,60
RQo natural 0,073 23,94 26,82 2,69
RQo radiomarcado 0 23,94 25,00 4,49

*Média de trés repeticdes.

Para o solo RQo, a quantidade de vinhaca utilizada foi igual a quantidade de
agua que seria necessaria para corrigir a umidade do solo, correspondendo a
170 m*ha™. Para os outros tratamentos do solo RQo e para os frascos com o solo
LVe, o volume de agua adicionado foi o volume apresentado na Tabela 8. Para o

solo LVe, a quantidade de vinhaca aplicada foi de 100 m*ha™.

A quantidade de torta de filtro aplicada foi de 15 t-ha™ (para os dois solos) e
para a palha de cana-de-actcar foi de 10 t-ha™ (quantidades calculadas de acordo
com o uso no campo) conforme Figura 4. As misturas dos solos com os substratos e

com agua foram homogeneizadas.

Em seguida, foi adicionado 10 mL de solucdo de Hidroxido de Sodio (NaOH)
0,2 mol-L™ no tubo lateral do frasco de Bartha que foi fechados com uma tampa de
borracha, acoplada a um filtro de “soda lime”; contendo rolha entre o filtro e o frasco
(Figura 5). Os frascos foram incubados a 20°C + 2°C em sala climatizada e no

escuro, sendo a temperatura registrada diariamente.

Apés a incubacdo, foram coletadas e trocadas as solu¢cdes de NaOH
0,2 mol-L™ nos periodos de 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 dias apds o inicio
do experimento e a partir do NaOH retirado foram extraidas duas aliquotas de 1 mL
acrescidas a 10 mL de solucgéao cintiladora em frascos de cintilacao liquida isentos de
qualguer contaminacdo externa e colocadas para leitura no Espectrometro de

Cintilacdo Liquida (ECL), que expressa a quantidade de radiacdo na amostra, em
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desintegracfes por minuto. Ap6és o ultimo periodo de coleta (aos 70 dias), foram
feitas as extrag6es dos herbicidas e seus metabolitos. Durante o estudo, checagens
periodicas do conteudo de agua dos solos dos frascos biométricos foram feitas
através da pesagem do frasco + solo. Se a diferenca entre o conteudo inicial de
agua e o determinado foi superior a 5%, ajustes foram feitos com a adi¢cdo de agua
com a finalidade de manter o valor inicial da umidade de solo.

Figura 4 - Solo natural e radiomarcado com aplicacdo de palha de cana-de-agUcar antes da
correcdo de umidade e homogeneizagao

A - Tampa de borracha

B - Coluna “soda limme” (depurador de CO,)

C - Torneira

D — Tampa siliconada

E - Agulha de seringa

F —Tubo lateral

G - Solu¢iio de NaOH 0,2 mol L' (Capturador de CO,)
H - Conexio — tubo

I - Frasco de Erlenmeyer de 300 mL

J - 50 gde solo com tratamento

Figura 5 - Esquema de um frasco biométrico de Bartha com 50 g de solo incubado
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3.1.8 Extracdes

Os solventes organicos utilizados foram metanol (pureza 99,9%, grau HPLC,

J. T. Baker) e cloroférmio (pureza 99,4%, Merck).

A extracao do diuron, hexazinone e diuron + hexazinone foi realizada em trés
etapas. Na primeira extracdo, amostras de 50 g de solo foram retiradas dos frascos
biométricos e transferidas para tubos de centrifuga (250 mL). Foi adicionado 100 mL
de metanol, e agitado por 1 hora a 200 rpm em agitador horizontal. Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado
e transferido para frascos de 500 mL. Para a segunda e terceira extracdo, o volume
de metanol adicionado foi de 80 e 70 mL, respectivamente, e o restante do

procedimento foi ao da primeira extragcao.

Para a extracdo do metribuzin foi realizada trés extracdes. Na primeira
extracdo, amostras de 50 g de solo foram retiradas dos frascos de Bartha e
transferidas para tubos de centrifuga (250 mL). Foi adicionado 60 mL de metanol, e
os tubos foram agitados por 30 minutos a 200 rpm em agitador horizontal. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante
foi coletado e transferido para frascos de 500 mL. Para a segunda extragdo foi
adicionado 40 mL de metanol e para a terceira extracdo 40 mL de cloroférmio e o
restante do procedimento foi igual ao da primeira extragao.

Aliguotas de 1 mL do extrato das extracdes foram pipetadas em vials de
cintilagéo liquida com 10 mL de solucao cintiladora para medi¢cdo no Espectrébmetro
de Cintilacédo Liquida. Ap6s a extracao, as amostras de solo foram secas em estufa
a 40°C e maceradas, sub amostras de 0,2 g foram queimadas em Oxidador
Bioldgico e a radioatividade foi quantificada por ECL. Os extratos das trés extracbes
de cada herbicida foram concentrados em rotaevaporador a 40°C e foi realizado
estudos em placas de TLC, onde os compostos foram separados por cromatografia

de camada fina.
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3.2 Identificacdo dos metabdlitos

O estudo de identificacdo dos metabdlitos foi realizado no Departamento de
Quimica Analitica, na Universidade de La Rioja, na Espanha. Para a identificacédo
dos metabdlitos, foi utilizado o equipamento UPLC®-QTOF (cromatografia liquida de

ultra eficiéncia acoplada a espectrémetro de massa quadrupole time-of-flight).

As extratos das amostras da remobilizacdo foram filtrados em filtro de PTFE
45 um e secos em TurboVap com nitrogénio no Laboratério de Ecotoxicologia e as

amostras foram encaminhadas para analise na Espanha.

3.2.1 Reagentes e padrdes

Os solventes orgénicos utilizados foram metanol (pureza > 99,99%, grau
LC/MS, Optima®), acetona (pureza 99,96%; grau HPLC, Scharlau) e acetonitrila
(pureza 99,9%, grau LC/MS, Scharlau).

Foram usados padrdes dos herbicidas diuron (pureza 99,6%; Sigma-Aldrich,
Alemanha), hexazinone (pureza 99,9%; Sigma-Aldrich, Alemanha) e metribuzin

(pureza 99,9%; Sigma-Aldrich, Alemanha) para a constru¢do da curva analitica.

3.2.2 Equipamentos, materiais e condi¢cdes cromatogréaficas

Os equipamentos utilizados foram balanca analitica Sartorius BL120S,
ultrassom Branson 5510, micropipetas Gilson (10-100uL; 100-1000uL; 500-5000uL),
sistema de purificacdo de agua (Milli-Q®). Foram utilizados filtros 0,22 pm de PTFE,
balbes volumétricos graduados, vials com insertos de 200 uL, tampas, e septos pre-
cortados. Para o estudo de hidrolise e oxidacéo, também foi utilizado medidor de pH
Crison modelo GLP 22.
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Os extratos das amostras da remobilizagcdo foram analisados por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia, sistema Waters Acquity UPLC®, acoplada a
espectrometro de massa quadrupole time-of-flight (MicrOTOF-Q), Bruker, com fonte
de ionizacdo de eletrospray (Figura 6). Os herbicidas foram analisados utilizando

ionizacgao positiva.

Figura 6 - UPLC®-QTOF utilizado para qualificacdo dos metabdlitos

Foi utilizada uma coluna Acquity UPLC® BEH C-18 (1,7 pm, 2,1 mm d.i. x
100 mm), temperatura de 40 °C e o seguinte gradiente de eluicdo: inicialmente
45% (v/v) da fase A (acetonitrila com 0,1% de acido férmico) e B (solucdo aquosa
contendo 0,1% de &cido férmico) com rampa linear até atingir 90% da fase A em
8,0 min; retornando a 45% de A em 8,5 min até 9,0 min. A vazdo da fase movel foi
mantida a 0,3 mL min™ e o volume de injecéo foi de 7,5 pL (Adaptado de QUEIROZ
et al., 2012). A analise dos dados foi realizada através do software Bruker Compass

DataAnalysis para micrOTOF — versao 4.0 (Build 234).
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Foi utilizado solucéo de Formiato de S6dio (NaCOOH) como calibrante interno

do equipamento.

3.2.3 Preparo das amostras para analise

Para cada herbicida, as amostras de solo pré-extraidas foram secas juntas,
pois de acordo com os resultados das leituras em placas de TLC, apresentaram 0s

mesmos metabdlitos, independente do tipo do solo ou do tratamento utilizado.

As amostras secas foram ressuspendidas e diluidas em diferentes solventes
para analise. As amostras de diuron e diuron + hexazinone foram ressuspendidas
em acetona, e as diluicbes foram feitas em metanol. A amostra de hexazinone foi
ressuspendida e diluida em metanol. A amostra de metribuzin foi ressuspendida e
diluida em acetonitrila, metanol e acetonitrila:metanol 50% (v/v). Todas as amostras
foram filtradas em filtros ISO-DISC™ de PTFE de 4 mm x 0,2 pm.

3.2.4 Identificacdo dos compostos utilizando MicrOTOF-Q

Os compostos foram identificados através dos valores de massas, estruturas
e caracteristicas moleculares, e foi possivel a identificacdo dos metabdlitos nas

amostras através de pesquisa na literatura.

Foram injetados os padrbes dos herbicidas estudados na concentragao de 10
ppm no modo MRM (Monitoramento de Reac¢des Mdultiplas), para observar suas
fragmentacdes numa voltagem de 35 eV. Foi possivel observar que nenhuma das
fragmentacdes dos padrdes de herbicidas continha a mesma massa e tempo de
retencdo dos metabolitos, confirmando assim que o0s metabdlitos ndo eram

pertencentes a fragmentacdo do ion precursor.
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3.2.5 Curva de calibracéo utilizando MicrOTOF-Q

Primeiramente foi pesado 2 mg de cada padréo analitico e diluido em 2 mL de
metanol para diuron, e em acetonitrila para hexazinone e metribuzin. Foi preparada
uma solucéo padréo individual dos padrdes diuron, hexazinone e metribuzin na
concentracdo de 1000 pg mL™. A partir destas solucdes foi feita diluicdes para a
construcdo da curva de calibracdo nas concentracdes de 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,3;
0,6; 0,8 e 1 ug mL™ para diuron e hexazinone, e 0,025; 0,05; 0,1; 0,3; 0,6 e
0,8 ug mL™ para metribuzin. Todas as solucdes foram filtradas em filtros de PTFE de
0,22 pm.

3.2.6 Estudo de hidrélise

Segundo dados do USEPA (1994, 1998 e 2003), os herbicidas sédo estaveis a
hidrélise a pH 5, 7 e 9. Entdo, o estudo tedrico de hidrélise foi realizado em pH
extremos e um neutro (2; 6 e 12) e a diferentes temperaturas (25 e 50°C) para tentar

obter os mesmos metabdlitos do estudo de degradacéo, e assim compara-los.

Primeiramente, foram feitas solu¢cdes padrdo concentradas dos herbicidas
utilizando uma balanga analitica. Para os herbicidas hexazinone e metribuzin, os
produtos foram dissolvidos em agua Milli-q, e para o herbicida diuron, foi dissolvido
em solucdo 50% (v/v) H,O:MeOH devido a sua baixa solubilidade em agua. As

solugdes tampéo foram preparadas segundo a Tabela 9.

Tabela 9 - Método de preparo das solugbes tampéo

pH Método
2,0 25 ml KCI 0,2M + 6,5 mlI HCI 0,2M em 100 ml
6,0 0,25 g H(NH4)2C6H507+ 300 HL NH4OH 12,5% em 100 ml

12,0 2,5 ml KCI 0,2M + 6,5 ml NaOH 0,2M em 100 ml
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Em cada frasco do estudo, foi colocado diferentes solu¢des tampéao (pH 2; 6 e
12), com os diferentes herbicidas na concentracéo de 12 pg mL™, e submetidos a
diferentes temperaturas em estufa (25 e 50°C). Todo o experimento foi realizado na

auséncia de luz.

Durante o decorrer do experimento, foram coletadas amostras de 500 pL das
solucdes em diferentes tempos (25 °C: 0, 8, 24, 96, 168, 576 e 720 h; e 50°C: 0, 4,
8, 12, 24, 48, 120, 360 e 672 h) passadas em filtro de PTFE 0,22 um e injetadas em
UPLC®-QTOF.

3.2.7 Estudo de oxidacao

Para o estudo de oxidacdo, foram feitas solu¢cbes com agua oxigenada
concentrada (H-O, 35% (v/v)) e concentracdo de 12 ug mL™’ dos herbicidas
metribuzin e hexazinone. O estudo foi conduzido em 2 pHs diferentes, 2,28 (pH de

H,0,) e 6 (pH neutro), e mantido a 25°C em estufa durante 16 horas.

Foram coletadas amostras de 500 pL das solugcdes em tempo inicial e no
tempo de 16 horas, passadas em filtro de PTFE 0,22 pm e injetadas em UPLC®-
QTOF.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados demostraram que os residuos ligados podem ser remobilizados,
ficando disponiveis na solucdo do solo para mineralizacdo, e disponiveis para a
extracdo quimica, variando em relacdo aos herbicidas. Foi possivel observar que o
balanco de massa final ficou entre 89,21% e 109,93%, dentro do intervalo esperado.
Observando a Tabela 10, é possivel verificar que para o solo LVe, o herbicida
metribuzin teve a menor remobilizacdo, com uma média de 74,98% de produto que
permaneceu ligado ao solo e que o herbicida hexazinone foi 0 mais remobilizado

(evolucéio do **C0O,com média de 23,78%), conforme Tabela 10.

4.1 Analise estatistica do estudo de remobilizacéo

Foram ajustados modelos lineares generalizados do tipo gama (McCullagh e
Nelder, 1989) com os efeitos de herbicida, tratamento e da interacdo entre herbicida
e tratamento no preditor linear para cada variavel em cada tipo de solo. As
comparagdes multiplas foram feitas por meio dos intervalos de confianga segundo a
distribuicAo gama para as estimativas dos parametros do modelo. A qualidade do
ajuste foi avaliada por meio do grafico meio-normal com envelope simulado (Hinde e
Demétrio, 1998). Todas as analises foram feitas no software R (R CORE TEAM,
2013).

A anadlise estatistica foi realizada considerando as trés andlises realizadas
(Evolucdio do CO,, Radioatividade extraida e Combust&o) para o fechamento do
balanco de massa e estdo apresentadas nas Tabelas 11 a 16.
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Tabela 10 - Balango de massa final (porcentagem de radioatividade recuperada em

relacéo ao aplicado)

Tempo de incubacéo (70 dias)
% de radioatividade aplicada

Solo Tratamento D
: iuron + : L
Diuron Hexazinone Hexazinone Metribuzin
Evolucéo do **CO, 5,11 4,14 18,26 4,24
Vinhaca Radioatividade extraida 34,38 37,88 37,63 17,95
Combustéo 58,72 60,03 41,98 76,05
Balan¢o de Massa 98,21 102,05 97,87 98,24
Evolucéo do **CO, 5,65 4,43 21,24 4,29
Torta de filtro Radioatividade extraida 35,44 38,26 34,61 17,18
Combustéo 54,84 59,36 42,57 72,99
L Ve Balan¢co de Massa 95,93 102,04 98,42 94,46
Evolucéo do **CO, 5,49 4,44 23,10 4,58
Palha de Cana Radioatividade extraida 35,84 37,89 34,61 15,44
Combustéo 52,27 57,53 48,08 74,55
Balan¢o de Massa 93,60 99,86 105,79 94,57
Evolucéo do **CO, 4,97 4,07 21,49 4,35
Tratam_ento Radioatividade extraida 37,81 39,61 32,78 18,79
sem aplicagao Combustéo 67,15 58,36 43,83 76,33
Balanco de Massa 109,93 102,04 98,10 99,48
Evolucéo do *'CO, 3,61 5,70 16,16 6,56
Vinhaca Radioatividade extraida 32,40 36,74 32,78 26,74
Combustéo 67,15 48,84 40,27 65,41
Balan¢co de Massa 103,16 91,29 89,21 98,71
Evolucéo do *'CO, 7,66 17,26 46,67 8,14
Torta de filtro Radioatividade extraida 31,15 28,58 32,83 19,56
Combustéo 66,52 46,62 23,34 67,62
RQO Balan¢o de Massa 105,33 92,45 102,83 95,32
Evolucéo do *'CO, 5,32 7,62 19,14 7,25
Palha de Cana Radioatividade extraida 30,68 34,00 32,83 16,97
Combustéo 64,67 54,19 42,49 73,67
Balan¢o de Massa 100,68 95,81 94,45 97,89
Evolucéo do **CO, 3,98 5,79 24,14 6,68
Tratamento Radioatividade extraida 35,34 36,97 32,42 20,29
sem aplicacao Combustéo 68,11 59,00 40,39 75,61
Balan¢o de Massa 107,43 101,76 96,94 102,58
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Tabela 11 — Analise estatistica da evolucao do CO, para o solo LVe (interagdo herbicida x tratamento significativa: Fg 16= 5,1295,
p=0,0023)

Herbicida . Tratamento™ . .
Tratamento sem aplicacéo Palha Torta de filtro Vinhaca
Diuron 4.9709+0.0336¢ cB 5.4873+0.1519 abB 5.6530+0.1952 aB 5.1122+0.0966 bcB
Hexazinone 21.4856+0.0734 DbA 23.1026+0.0913 aA 21.23621+0.2939 bA 18.2649+0.2067 CcA
Metribuzin 4.3550+0.0650 abC 4.5850+0.1250 aC 4.2600+0.0700 bC  4.2350+0.0350 bC
Diuron + Hexazinone 4.0736+0.0572 bD 4.4418+0.0212 aC 4.4256+0.0652 aC 4.1404+0.0433 bC

YMeédias seguidas pela mesma letra mintscula e mailiscula n&o diferem estatisticamente na mesma linha e coluna, respectivamente (p = 0,05). ZOs valores
das médias da evolug¢édo do CO, associado com o desvio padrdo (£DP) da média (n=2).

Tabela 12 - Analise estatistica da radioatividade extraida para o solo LVe (interacdo herbicida x tratamento significativa: Fg 16=
4,4120, p= 0,0048)

Herbicida : Tratamento® .
Tratamento sem aplicacéo Palha Torta Vinhaca
Diuron 37,8029+0,6743Y aA 35,8349+0,3135 aAB 35,4525+0,5775 aAB 34,3668+0,9199 aA
Hexazinone 37,5880+0,2870 aA 32,4169+0,4497 bB  32,7798%+0,9049 bB  37,6293+0,2866 aA
Metribuzin 18,7900+0,0200 aB 15,4350+0,3950 bC  17,1800+0,3000 aC 17,9450+0,0150 aB
Diuron + Hexazinone 39,6079+0,2225 aA 37,8941+0,7254 aA  38,2592+3,0479 aA 37,8756+1,1504 aA

Yvédias seguidas pela mesma letra mindscula e mailscula ndo diferem estatisticamente na mesma linha e coluna, respectivamente (p = 0,05). Z0s valores
das médias da radioatividade extraida associado com o desvio padréo (+xDP) da média (n=2).
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Tabela 13 - Andlise estatistica da combustdo para o solo LVe (interacdo herbicida x tratamento significativa: Fg16= 5,3044, p=
0,0019)

Herbicida . . Tratamento™ .
Tratamento sem aplicagcdo Palha Torta Vinhaca
Diuron 57,2039+0,4467¢ aB 52,2675+0,1681 bC 54,8389+0,8104 abB 58,7228+0,7927 aB
Hexazinone 43,83011+0,3035 bC 48,0769+0,0702 aD 42,5723+2,0304 bC 41,9795+0,7392 bC
Metribuzin 76,3300+0,0800 aA  74,5450+2,5950 aA 72,9850+0,7450 aA 76,05501+0,2250 aA
Diuron + Hexazinone 58,3620+0,6255 aB 57,5264+1,5146 aB 59,3563+0,5660 aB 60,0295+2,0023 aB

Yvédias seguidas pela mesma letra mindscula e maidscula nédo diferem estatisticamente na mesma linha e coluna, respectivamente (p = 0,05). Z0s valores
das médias da combustdo associado com o desvio padréo (+DP) da média (n=2).

Tabela 14 - Andlise estatistica da evolugéo do CO, para o solo RQo (interacdo herbicida x tratamento significativa: Fg ;6= 43,0610,
p< 0,0001)

Herbicida . Tratamento? . _
Tratamento sem aplicagéo Palha Torta de filtro Vinhacga
Diuron 3,9849+0,0897¢ cC 5,3190+0,1864 bC 7,6552+0,6751 aC  3,6084+0,0460 cC
Hexazinone 24,1383+1,6092 bA  19,1385+0,6205 cA  46,6661+3,0087 aA 16,1615+0,0132 dA
Metribuzin 6,6800+0,1100 bB 7,2500£0,1100 abB  8,1400+0,0600 aC 6,5600+0,1800 bB
Diuron + Hexazinone 5,7924+0,0861 cB 7,6169+0,3656 bB  17,2590+0,9520 aB  5,7013%£0,0388 cB

YMédias seguidas pela mesma letra mindscula e maidscula ndo diferem estatisticamente na mesma linha e coluna, respectivamente (p = 0,05). Z0s valores
das médias da evolu¢éo do CO, associado com o desvio padrdo (+DP) da média (n=2).
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Tabela 15 - Andlise estatistica da radioatividade extraida para o solo RQo (interacéo herbicida x tratamento significativa: Fg 1=
13,5260, p< 0,0001)

Herbicida : Tratamento™ .
Tratamento sem aplicacéo Palha Torta Vinhaca
Diuron 35,3430+1,2739¢ aA 30,6834+0,6001 aB  31,1533+1,8102 aA 32,4013+0,9495 aB
Hexazinone 35,8344+0,5098 bA 35,7161+2,7348 bA  23,0874+0,6423 cB 41,6985+0,5565 aA
Metribuzin 20,2900+1,0600 bB  16,9650+0,0050 bC  19,5600+1,0500 bC 26,7400+1,1600 aC
Diuron + Hexazinone 36,9665+0,1219 aA 33,9998+0,6489 aAB 28,5753+0,4066 bA 36,74331+0,5257 aAB

YMédias seguidas pela mesma letra mindscula e maidscula nédo diferem estatisticamente na mesma linha e coluna, respectivamente (p = 0,05). Z0s valores
das médias da radioatividade extraida associado com o desvio padrdo (+DP) da média (n=2).

Tabela 16 - Andlise estatistica da combustéo para o solo RQo (interacdo herbicida x tratamento significativa: Fg 1= 6,4720, p=
0,0006)

Herbicida Tratamento?
Tratamento sem aplica¢éo Palha Torta Vinhaca
Diuron 68,1057+2,1763Y aAB 64,6740+1,0355) aA 66,5237+0,6203 aA 67,1485+1,4309 aA
Hexazinone 40,3856+0,0781 aC 42,4891+0,6397) aC 23,3367+0,7596 bC 40,2687+2,9150 aB
Metribuzin 75,60501+2,8150 aA 73,6700+£4,2700) aA 67,6200+£6,1000 aA 65,4100+£5,8200 aA
Diuron + Hexazinone 58,9975+1,1812 aB 54,1933+2,4768) abB 46,6194+5,4507 bB 48,8409+4,8824 abB

YMédias seguidas pela mesma letra mindscula e maidscula ndo diferem estatisticamente na mesma linha e coluna, respectivamente (p = 0,05). Z0s valores
das médias da combustdo associado com o desvio padréo (£DP) da média (n=2).
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Figura 7 — Gréfico da evolugdo do CO; (%) para o solo LVe, em todos os tratamentos e
herbicidas, ao longo dos 70 dias de incubagéo
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herbicidas, ao longo dos 70 dias de incubacéo



53

Em estudo feito com o herbicida **C-atrazina e com os tratamentos palha de
milho e glicose + peptona, Peixoto (1998) concluiu que a remobiliza¢do dos residuos
ligados néo foi influenciada pelos tratamentos. Contudo, no presente estudo para o
solo LVe, a analise estatistica demostrou que o tratamento com palha de cana-de-
acucar foi o melhor tratamento para os 4 herbicidas estudados, conforme Tabela 11.
Peixoto (1998) também observou que os residuos ligados podem ser remobilizados
e que pequenas fracdes ficaram biodisponiveis para mineralizacdo. Pode-se afirmar
gue para o solo mais arenoso (RQo) o tratamento mais eficiente foi a torta de filtro,
conforme Tabela 14. Pode-se concluir também que o tratamento menos eficiente
para ambos os solos e herbicidas foi a vinhagca. Em estudo realizado por Santos et
al. (2009), ap6s a adicdo de vinhaca também ndo foram detectadas diferencas
significativas na quantidade de CO; liberados pelos microrganismos aos 30 e 90 dias

de incubacao.

Em estudo realizado por Dias (2012), o solo RQo apresentou maior lixiviacdo
comparado ao solo LVe, para todos os herbicidas estudados. Pode-se supor entédo
que, ocorrendo a remobilizacdo, ha uma maior probabilidade desses herbicidas
remobilizados serem lixiviados mais intensamente no solo arenoso (RQo) do que no

solo argiloso (LVe).

No solo RQo, o diuron foi mineralizado com menor intensidade, e 0
tratamento mais eficiente foi a torta de filtro, e os menos eficientes foram a vinhaca e
o tratamento sem aplicacdo de substrato, conforme Tabela 14. Em estudo realizado
por Prata et al. (2000), a adicdo de vinhaca ao solo Terra Roxa Estruturada
proporcionou aumento significativo no desprendimento de **CO, do diuron, pelo fato
da vinhaca aumentar a atividade e biomassa microbiana, assim estimulando a
mineralizacao do herbicida. Porém, no mesmo estudo, no solo Latossolo Vermelho-
Amarelo, ndo foi observada alteragdo no tempo de mineralizagdo do diuron com a
presenca de vinhaca. Em estudo realizado por Damin (2005), a adicao de lodo de
esgoto diminuiu significativamente a degradacédo do diuron, em decorréncia dos
altos teores de substancias recalcitrantes presentes na fragdo organica do lodo de

esgoto.
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Como pode ser observado nas Figuras 7 e 8 e na andlise estatistica,
hexazinone foi o herbicida que mais mineralizou em ambos o0s solos e em todos o0s
tratamentos. No solo LVe, o hexazinone foi mineralizado mais intensamente no
tratamento com palha e menos com vinhaca (Tabela 11) e no solo RQo, foi
mineralizado mais intensamente no tratamento com torta de filtro e menos com a

vinhaga, conforme Tabela 14.

Observando as Figuras 7 e 8, a mistura diuron + hexazinone apresentou
efeito antagonico para o diuron no solo RQo, ou seja, teve uma mineralizacao pior
sozinho do que na mistura, e efeito sinérgico no solo LVe, ou seja, teve uma
mineralizacdo melhor sozinho do que na mistura. No caso do hexazinone, houve um
efeito sinérgico em relacéo a mistura para ambos 0s solos, ou seja, teve uma melhor
mineraliza¢do sozinho do que na mistura. Os tratamentos mais eficientes para diuron
+ hexazinone foram: com palha e torta de filtro para o solo LVe, e torta de filtro para

0 solo RQo.

No solo LVe, os tratamentos mais eficientes para o metribuzin foram: sem
aplicacdo de substrato e com adicdo de palha, ndo havendo diferenca estatistica
entre eles, conforme Tabela 11. No solo RQo, os tratamentos mais eficientes foram:
com palha e torta de filtro, conforme Tabela 14. Segundo Costa et al. (1997), a
adicdo de folhas de cana-de-acUcar aumentou 13 vezes a mineralizacdo do
herbicida ametrina em relagdo ao solo sem adicdo de substrato, mostrando a
importancia da atividade microbiana e do cometabolismo na biodegradacdo deste
herbicida. Muitos autores observaram que a matéria organica pode aumentar ou
diminuir a biodegradacdo de pesticidas por ativar a microbiota heterotréfica do solo
em alguns casos e, em outros, por favorecer os processos de adsorgdo. (COSTA,
1992; COX et al.,, 1996; VROUMSIA, 1996). Como mostrado nesse estudo e por
diversos autores, cada pesticida tem comportamento diferente em ambientes
diferentes, podendo a adi¢cdo de substrato ajudar na mineralizacdo ou remobilizac&o

do mesmo ou aumentar a sua adsorgao.
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4.2 Identificagdo dos metabdlitos do diuron

Como o herbicida diuron e seus principais metabdlitos possuem dois cloros
em sua estrutura molecular é possivel identifica-los através da relagcéo isotopica e da

massa [M + H], e pela presenca de [M + H] +2.

A Figura 9 apresenta um cromatograma do herbicida diuron (relacdo
m/z: 232,01) identificado pelo pico de massa mais um proton (relagdo m/z
[M + H]": 233,02) e por um pico de 64% do seu tamanho, com [M + H]* + 2, formado
devido a presenca de dois cloros na sua estrutura molecular (caracteristica da sua
relacdo isotopica). Pode-se notar que os picos e a suas intensidades se equivalem,

mostrando que Sao 0S mMesmos compostos.
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Figura 9 - (a) espectro de massa do composto diuron, e (b) representacdo isotdpica do
composto diuron (CgH;0CI;N,O) pelo programa Compass Isotope Pattern Versdo 1.3, da
marca Bruker Daltonics Isotope Pattern

Na amostra de solo contendo o herbicida diuron, o produto original
apresentou tempo de retencdo de 5,05 min, e seu metabdlito DCPMU
(1-(3,4-dichlorophenyl)-1-methylurea) foi identificado no tempo de 4,72 min (cuja
massa molecular é 219,07 g mol™?) com intensidade de 31,23% em relacdo ao

produto original, como demonstrado na Figura 10.
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Segundo a USEPA (2003), o metabolito DCPMU é considerado o principal
produto de degradacéo do diuron em fotodegradacdo no solo, metabolismo aerdbico
e anaerobico em solos, e dissipacdo em solo e em agua. Sua meia vida no solo varia
de 217 a 1733 dias.

A curva de calibracdo do equipamento para o diuron obteve equacao da reta y
= 58573x — 984,94 e R%= 0,9991.

iens

210t Diuron

DCPMU
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1 H 3 4 H 6 7 3 Time [min]

Figura 10 - Cromatograma do diuron (tr: 5,05 min) e DCPMU (tr: 4,72 min)

4.3 ldentificacdo dos metabdlitos do hexazinone

Na amostra de solo contendo o hexazinone, o composto original apresentou
tempo de retencdo de 3,99 min e no tempo de 3,67 min foi possivel identificar o
metabdlito B, conforme Figura 11. A curva de calibracdo do equipamento para o
hexazinone obteve equacao da retay = 219514x — 2735,3 e R%= 0,999.
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Figura 11 - Cromatograma do hexazinone (tr: 3,99 min) e metabdlito B (tr: 3,67 min)

Os metabolitos do hexazinone foram inicialmente identificados por Reiser et
al. (1983), que separou cinco produtos de degradacdo em mudas de plantas. O
produto triona, ou seja, [3-ciclo-hexil-1-metil-1,3,5-triazina-2,4,6-(1H,3H,5H)triona],

foi identificado como o0 mais perigoso entre os cinco metabdlitos do hexazinone.

Em estudo realizado por Wang et al. (2012) em solos florestais né&o
modificados, a degradacdo do hexazinone foi relacionada com o conteddo de
carbono organico no solo. No mesmo estudo foram detectados o metabdlito B em
solos ndo modificados, e os metabdlitos B e C em solos com adicdo de lodo de
esgoto. Em outro estudo realizado por Fischer e Michael (1995), foi identificado o

metabdlito B em quatro espécies de plantas.

4.4 ldentificacdo dos metabdlitos do diuron + hexazinone

Na identificagdo da amostra de solo contendo a mistura de
diuron + hexazinone utilizando MicrOTOF-Q, o composto diuron apresentou tempo
de retencdo de 5,04 min e o composto hexazinone com 4,00 min. Foi identificado o

metabolito DCPMU no tempo de 4,72 min (originario do produto diuron), e também
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foi possivel observar no tempo 3,63 min 0 metabdlito B (cuja massa molecular é
238,14 g mol™) originario do produto hexazinone, conforme Figura 12.
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Figura 12 - Cromatograma do diuron (tr: 5,04 min), DCPMU (tr: 4,72 min), hexazinone
(tr: 4,00 min) e metabdlito B (tr: 3,63 min)

4.5 Identificacdo dos metabdlitos do metribuzin

Na amostra de solo contendo o metribuzin, o0 composto original apresentou
tempo de retencdo de 4,41 min. Foi possivel identificar o metabdlito DA (massa
molecular de 199,07 g mol™®) no tempo de retencdo de 3,82 min. Também foi
possivel identificar o metabélito DADK (massa molecular de 169,18 g mol™), no
tempo de retencdo de 3,50 min, e o metabdlito DK (massa molecular de 184,19 g
mol™), no tempo de retencdo de 3,30 min, conforme Figura 13. A curva de calibracdo
do equipamento para o metribuzin obteve equacéo da reta y = 317041x — 8387,9 e
R?= 0,9986.
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Figura 13 - Cromatograma dos metabdlitos DA (tr: 3,82 min), DADK (tr: 3,50 min) e DK
(tr: 3,30 min)

Em estudo com o metribuzin, Kjeer et al. (2005) sugere que mesmo pequenas
quantidades de residuos pode representar um potencial risco de contaminacdo das
aguas subterraneas. Isto enfatiza a necessidade de estudar o destino a longo prazo
de residuos de agrotéxicos no solo. Como encontrado no presente estudo,
Karanasios et al. (2013) também detectaram os metabdlitos DA, DK e DADK em

amostras de solo, turfa, composto de folhas de oliveira e caules de uvas.

Em estudo realizado por Khoury et al. (2006), a formacdao do metabdlito DA
em solo arenoso foi considerada basicamente devido ao resultado da atividade
biolégica. JA no solo argiloso, o metabdlito DK foi resultado de dessulfuracéo
oxidativa, enquanto o DADK foi considerado como produto de desaminacdo

redutora.
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4.6 Estudo de hidrélise e oxidacao

Os estudos de hidrdlise e oxidacdo foram realizados para tentar obter os
mesmos metabdlitos das amostras de solo do estudo de remobilizacdo. Assim,
através do tempo de retencdo dos metabdlitos, da relacdo isotdpica e da massa
molecular, foi possivel comparar os picos formados nas amostras do estudo de

hidrolise e oxidacdo com os picos das amostras de solo do estudo de remobilizac&o.

O estudo de hidrolise mostrou a formacdo do metabdlito 3,4-DCA para o
composto diuron nos diferentes pHs e temperaturas, podendo compara-lo com o
pico de mesma massa molecular na amostra de solo de diuron, e assim foi
observado que o suposto metabdlito da amostra de solo do estudo de remobilizacéo
nao era o 3,4-DCA, pois tinham tempos de retencdo diferentes. Como pode ser
observado na Figura 14, o metabdlito 3,4-DCA (originado do composto diuron) teve

uma formacéao crescente até o ultimo tempo de analise, de 360 horas.

Para o composto hexazinone, houve a formacdo do metabdlito D nas
condi¢Bes de 50°C (pH 2 e 12), mostrado na Figura 15, e 25°C (pH 2 e 12), e 0
metabdlito B na condicdo de 50°C e pH 6, podendo entdo compara-los com os
metabdlitos encontrados na amostra de remobilizacdo, descartando a formacédo do
metabdlito D e constatando a formacédo do metabdlito B, pois apresentou o0 mesmo
tempo de retencdo e massa molecular. Como mostrado na Figura 15, o produto
hexazinone se manteve estavel nas primeiras 12 horas de hidrolise, e foi
mineralizado completamente em 360 horas. O metabdlito D surgiu no tempo de

12 horas, e permaneceu estavel até 360 horas.

Para o composto metribuzin, houve a formag¢do dos metabdlitos DK (25°C e
50°C a pH 2), mostrado na Figura 16, DA (25°C a pH 2, 6 e 12 e 50°C a pH 12) e
DADK (25°C e 50°C a pH 12), podendo comparar os tempos de retencdo, as
relacbes isotdpicas e massas moleculares e assim confirmar a identificagdo dos
metabdlitos na amostra de solo do metribuzin no estudo de remobilizagdo. Como
mostrado na Figura 16, a degradacao do produto metribuzin foi completa no tempo
de 360 horas, a 50°C e pH 2. O metabdlito DK surgiu no tempo de 12 horas, e
atingiu o seu auge de formagdo em 120 horas, mineralizando até 360 horas.
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O estudo de oxidacdo mostrou a formagdo do metabdlito D para o composto
hexazinone e o metabdlito DK para o composto metribuzin nos dois pHs.
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Figura 14 - Cromatograma do metabolito 3,4-DCA no estudo de hidrélise do herbicida diuron
(50°C, pH 2)
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Figura 15 - Cromatograma do hexazinone no estudo de hidrélise (50°C, pH 2), e formacéo
do metabdlito D
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Figura 16 - Cromatograma do metribuzin no estudo de hidrélise (50°C, pH 2), e formacao do
metabdlito DK.
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5 CONCLUSOES

Foi comprovada a remobilizacdo de residuos ligados dos herbicidas
estudados para ambos os solos e todos os tratamentos, possibilitando a degradacéao

e/ou mineralizacdo das moléculas ou a disponibilidade para a extracdo quimica.

Pode-se afirmar que para o solo argiloso (LVe) a palha de cana-de-acucar foi
o tratamento mais adequado para remobilizar os residuos ligados e para o solo
arenoso (RQo), o tratamento mais adequado foi a torta de filtro. Pode-se concluir
também que o tratamento menos efetivo para ambos os solos e herbicidas foi a

vinhaga.

No solo LVe, o hexazinone teve a mineralizacdo favorecida no tratamento
com palha e desfavorecida no tratamento com vinhaca, o metribuzin teve a
mineralizacao favorecida no tratamento sem aplicagéo de substrato e com adigcéo de

palha.

No solo RQo, o hexazinone teve a mineralizacdo favorecida no tratamento
com torta de filtro e desfavorecida no tratamento com vinhagca; o diuron foi
mineralizado em maior quantidade no tratamento com torta de filtro, e em menor
guantidade com a vinhaca e sem aplicacdo de substrato; e a mineralizacdo do

metribuzin foi mais evidente nos tratamentos com palha e torta de filtro.

Através da utilizacdo do equipamento UPLC®-QTOF, foram identificados o
metabdlito DCPMU, originado do produto diuron, o metabdlito B, originado do
produto hexazinone, e os metabdlitos DA, DK, e DADK, originados do metribuzin nas

amostras de solo contendo residuo ligado.

Os estudos de hidrdlise e oxidacdo mostraram a formacdo do metabdlito
3,4-DCA para o diuron, dos metabdlitos B e D para o hexazinone, e dos metabolitos
DK, DA e DADK para o metribuzin.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apontamos a necessidade de mais estudos relacionados a aplicacdo de
substratos em campos de culturas, pois o presente estudo demonstrou que esses
substratos podem remobilizar os herbicidas ligados ao solo, e essa remobilizag&o
pode tanto ter pontos positivos (ocorrendo a mineralizacdo do herbicida e seus
metabdlitos) ou negativos (ocorrendo a lixiviacdo dos compostos até o lencol freatico

ou reincorporacao a solucéo do solo).

Novas pesquisas relacionadas ao comportamento e destino dos metabdlitos
no ambiente devem ser realizadas, pois existem poucas informacfes e dados
disponiveis na literatura e ha a possibilidade dos metabdlitos serem mais agressivos

e toxicos ao meio ambiente do que o produto original.
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