P (4
G"racluag: a0
'_\-‘

Sanidade, Segurancga

Alimentar e Ambiental
no Agronegocio

INSTITUTO BIOLOGICO



INSTITUTO BIOLOGICO

POS-GRADUACAO

,"IDISSIPAC;AO DO FUNGICIDA FLUOPICOLIDE EM NEOSSOLO E

LATOSSOLO POR MEIO DE TECNICAS RADIOMETRICAS E
CROMATOGRAFICAS

LUCILENE YURIKO MURAKAMI

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Biolégico, da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegdcios, para
obtencéo do titulo de Mestre em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio.

Area de Concentragio: Sanidade Animal,
Seguranca Alimentar e o Ambiente.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Luchini

Sao Paulo
2014



SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS

INSTITUTO BIOLOGICO

Pés-Graduacao

Av. Cons. Rodrigues Alves 1252 I —
CEP 04014-002 - S3o Paulo - SP INSTITUTO BIOLOGICO
secretariapg@biologico.sp.gov.br

FOLHA DE APROVACAO

Nome do candidato: LUCILENE YURIKO MURAKAMI
Titulo: DISSIPACAO DO FUNGICIDA FLUOPICOLIDE EM NEO SSOLO E LATOSSOLO
POR MEIO DE TECNICAS RADIOMETRICAS E CROMATOGRAFICA S

Orientador: Dr. Luiz Carlos Luchini

Dissertacdo apresentada ao Instituto Biolégico da
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdécios
para obtencdo do titulo de Mestre em Sanidade,
Seguranga Alimentar e Ambiental no Agronegacio.

Area de Concentragéo: Seguranca Alimentar e
Sanidade no Agroecossistema.

Aprovada em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.: Luiz Carlos Luchini

Instituicdo: Instituto Bioldgico
Assinatura:

Prof2. Dr2.: Mara M. de Andréa

Instituicdo: Instituto Bioldgico
Assinatura:

Dr2.: Solange Papini

Instituicdo: Prefeitura Municipal de Sdo Paulo — Coordenacdo de Vigilancia em Saude
(COVISA)

Assinatura;




DEDICATORIA

Aos meus pais Vicente e Suely,
pelo amor, unido e
apoio de sempre

Ofereco
Ao meu amor, Breno Henrique,

pelo carinho, apoio incondicional,
incentivo e compreensao

Dedico



AGRADECIMENTOS

- A Deus por me ensinar que as conquistas sdo possiveis e recompensatdrias diante

das inumeros dificuldades e esforcos....

- Ao Prof. Dr. Luiz Carlos Luchini pela oportunidade,orientagéo e confianca durante
esse trabalho e pelas contribuices a minha forma¢éo académica;

- A Geisa Lara Resende pelo incentivo, motivacdo e pelos conselhos que

engrandeceram minha carreira profissional e principalmente minha vida pessoal,

- A Bayer CropScience Brasil, em especial a todo Departamento Product Safety,
Carla Steling e Ximena Patino pelo voto de confianca; Ricky Wu e Alex Ferreira pelo

suporte;

- A Bayer CropScience Alemanha, em especial ao E-Fate Laboratory e ao Dr. Hans-
Peter Stupp, Dr. Dieter Schaefer, Dr. Ulrich Menke, Dr. Gerhard Tarara, Alexander
Nikolakis e Thomas Augustin pela cooperacao e ensinamentos compartilhados;

- A Dra. Eliane Vieira, Regina Cristina Batista Ferreira, Gisele Santos pela suporte
incondicional, ensinamentos, paciéncia, carinho e intervalos com cafés e conversas

agradaveis no qual fazia meu trabalho mais estimulante.

- Ao professor Dr. Pablo Vidal pelo fornecimento dos solos utilizados neste trabalho;

- Ao laboratdrio Bioensaios, em especial ao Alexandre Brandelli pelas analises
HPLC;

- Aos colegas de poés-graduacdo, em especial a Kelly Rossetti, pelas conversas,
ajuda e companheirismo durantes as nossas noites e madrugadas de analises no

laboratoério;



- Aos meus pais por construirem essa familia sélida baseada no amor, na
compreensao, apoio nos momentos dificeis, sempre nos guiando para uma vida

correta e digna.

- A minha irm& Adriana e prima Marina, pela convivéncia e conversas francas e

divertidas. As arduas, com certeza me ajudaram a fortalecer.

- As minhas familias (desde S&o Paulo a Barrinha), em especial, Tio Mituru, Tia
Neco, Tia Tu e Tina, por sempre estarem ao meu lado e acreditarem no meu

potencial;

- Aos meus amigos, pelo carinho, incentivo e confiangca em especial a Leticia

Santiago e Débora Yasuda,

- Ao Instituto Biologico, em especial a Elisangela Lopes, funcionaria da POs-
graduacéo e ao Sr. Roberto da biblioteca, pelos servigos prestados;

- A Dra. Mara M. De Andrea e Dra. Solange Papini pelas sugestfes e

conhecimentos compartilhados;

- De forma especial, gostaria de agradecer ao meu marido, Breno Henrique Silveira,
gue com amor, carinho, muita paciéncia e dedicacdo, sempre me acompanha e me

incentiva em todos 0s momentos de nossa vida;

- Enfim, a todos que, de forma direta ou indireta, contribuiram no desenvolvimento

deste trabalho.

A todos vocés muito obrigada!



Vi

EPIGRAFE

“Que os vossos esforcos desafiem as
impossibilidades, lembrai-vos de que as

grandes coisas do homem foram
conquistadas do que parecia impossivel”.

(Charles Chaplin )



Vi

RESUMO

MURAKAMI, L. Y. DISSIPACAO DO FUNGICIDA FLUOPICOLID E EM NEOSSOLO E
LATOSSOLO POR MEIO DE TECNICAS RADIOMETRICAS E CROM ATOGRAFICAS.
Sdo Paulo. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e
Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

A persisténcia de um agrotoxico no solo depende dos processos de dissipa¢cdo como
evaporagao, lixiviagdo, escoamento superficial, absor¢éo pelas plantas e/ou por processos
de degradacdo fisica, e biolégica da molécula, sendo estes processos relacionados
diretamente com a capacidade de adsorcdo dessas moléculas aos constituintes do solo.
Neste trabalho, pretendeu-se investigar a taxa de mineralizag&do do fungicida fluopicolide em
dois solos brasileiros, coletados em area “in-crop” (area cultivada) e em area “off-crop” (area
preservada), a 25C; O estudo também abrangeu a influéncia do fungicida nos micro-
organismos do solo apds uma e quatro aplicacées assim como a adsor¢cao em area “in-crop”
e area “off-crop” nos dois tipos de solos.

Amostras de Neossolo (solo arenoso) e Latossolo (argiloso) foram tratadas com
[**C]-fluopicolide em mistura com fluopicolide a uma taxa de 0,2 mg kg?, equivalente a uma
dose de aplicagdo no campo de 120 g ha?, assumindo uma densidade de solo de 1,2 g cm?
e uma profundidade de 5 cm. As amostras foram incubadas no escuro até 130 dias e
amostras foram analisadas aos 0, 30, 60 e 130 dias para verificacdo de radioatividade total.
A mineralizacdo foi verificada por coleta em KOH; A quantidade de “C-fluopicolide
disponivel nos solos foi verificado por extragdo com acetonitrila e a quantidade do que
permaneceu ligado ao solo foi verificado por combustdo dos solos tratados. Finalmente, fez-
se um balangco de radioatividade de todas as amostras medidas por CCL (contador de
cintilagédo liquida) e as amostras provenientes da extracdo também foram verificadas por
HPCL-radiodetector.

Para ambos os solos, indiferente das areas serem preservadas ou cultivadas, os
niveis de compostos extraiveis com solvente foram diminuindo com o tempo de incubacéo e
a quantidade de residuos ligados aumentou durante o estudo.

A recuperacao total de radioatividade para o Neossolo de ambas as &reas variou de
93% a 117% durante todo periodo de incubacdo até 130 dias apés o tratamento com o
fungicida. Na area “in-crop”, a quantidade de residuos extraiveis variou de 103% no dia da
aplicacédo do **C-fungicida a 88% aos 130 dias de estudo; na area “off-crop”, a recuperacéo
de residuos extraiveis foi de 105% a 77% no mesmo periodo. A quantidade de residuos

ligados detectada alcancou 4% e 5% respectivamente nas areas “in-crop” e “off-crop” ao
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final do intervalo do estudo. As taxas de formacédo de *CO, aumentaram com o tempo, com
uma mineralizacdo moderada na area “off-crop” e baixa na area “in-crop” (em torno de 18%
na area “off-crop” e 9% na area “in-crop”).

No solo argiloso (Latossolo), a recuperacéo total de radioatividade foi de 100% a
108% durante todo periodo de incubacdo até os 130 dias apOs o tratamento com o
fungicida. Na &rea “in-crop”, a quantidade de residuos extraiveis foi de 102% em relacéo a
radioatividade aplicada logo ap6s a aplicacéo do “C-fungicida e 81% ao final do estudo. Na
area “off-crop”, a recuperacao foi respectivamente de 99% a 84%. A quantidade de residuos
ligados foi 6% e 11% nas areas “in-crop” e “off-crop” respectivamente no final do estudo. As
taxas de formacéo de *CO, também aumentaram com o tempo neste solo, mas atingiram
aproximadamente 7% na area “off-crop” e 13% na area “in-crop”.

A influéncia de repetidas aplicacées do agrotdxico na respiracéo da #C-glicose nos
solos foi verificada comparando-se a evolucao da taxa de mineralizacdo apdés uma e quatro
aplicacdes do agrotoxico, em intervalos de sete dias. Amostras de Neossolo e Latossolo,
das éareas “in-crop” e “off-crop”, foram tratadas com fungicida fluopicolide a uma taxa de 0,2
mg kg?! a cada aplicacdo. Os solos receberam também *C-glicose e os niveis de *CO,
formados foram coletados em KOH no intervalo de zero a catorze dias e a radioatividade foi
guantificada por contagem de cintilacdo em liquido (CCL). N&o houve influéncia do
fluopicolide na atividade microbiana. Todos os solos, independente da quantidade de
aplicacdes, tiveram comportamento similar ao da amostra controle.

Para a determinacdo dos coeficientes de adsorcdo (K: e Kic), aplicou-se o [**C]-
fluopicolide nas amostras de solo das duas areas de Neossolo e Latossolo, em diferentes
concentracdes de fluopicolide. O ensaio foi conduzido em tubos de centrifugas, contendo
amostras de 1,0 g de solo e 10,0 mL de CaCl, 0,01M, em triplicatas. A concentracdo
adsorvida foi calculada pela diferenca entre a concentragdo aplicada e a da solucdo de
equilibrio apds 24 horas, com base na atividade especifica da molécula. Posteriormente,
para o estudo de dessorc¢éo, a solugdo sobrenadante foi drenada e novos 10,0 mL de CaCl,
0,01M foram adicionados em cada tubo. As isotermas de adsorcdo foram ajustadas ao
modelo matemético de Freundlich e os coeficientes Ksforam utilizados no célculo de Kiyoc.

Os valores dos coeficientes de Freundlich para a adsorcdo K: para o Latossolo e
Neossolo, nas areas “off-crop” e “in-crop”, foram respectivamente 12,29; 10,03; 4,48 e 3,16
[(ug gY)(mL pgPYM; e os valores de Krwe foram 273,2; 223,9; 354,6 e 237,3 mL g*. Os
resultados obtidos na adsorcéo indicam que o fungicida € uma molécula de média adsor¢éo

para o Latossolo e baixa adsor¢do para o Neossolo, segundo IBAMA (1996).



De modo geral, sob a conducéo desse estudo, detectou-se uma baixa mineralizagédo
do fluopicolide nos solos investigados. N&o foi possivel concluir sobre a influéncia do
fungicida na respiracdo dos solos, pois todas as amostras dos dois solos, tanto para areas
“in-crop” e “off-crop”, apresentaram comportamento similar a seus respectivos controles. Os
resultados obtidos na adsorcao, indicam que o fungicida é classificado como média e baixa
adsorc¢ao nos solos.

Sob as condigbes estudadas, ndo houve diferenga no comportamento do fungicida

nas areas “in-crop” e “off-crop” em solos Neossolo e Latossolo.

Palavras-chave: fluopicolide, mineralizacéo, adsor¢do, Neossolo, Latossolo



ABSTRACT

MURAKAMI, L. Y. DISSIPATION OF THE FLUOPICOLIDE FUN GICIDE IN NEOSSOLO
AND LATOSSOLO BY RADIOMETRIC AND CHROMATOGRAPHIC TE CHNIQUES. Séo
Paulo. 2014. Dissertation (Mestrado em Sanidade, S eguranca Alimentar e Ambiental
no Agronegacio) — Instituto Bioldgico.

The pesticide persistence on soil depends on dissipation process as evaporation,
leaching, run off, sorption by plants and/or physical and biological processes from the
molecule, and these processes are directly correlated with sorption capacity of these
molecules on soils. On this study, the objectives were to investigate the rate of mineralization
of fluopicolide fungicide in two Brazilian soils (from “in-crop” and “off-crop” areas) at 25TC;
The study also included the influence of this fungicide in soil microorganism after one and
four applications as well as adsorption of this compound on “in-crop” and “off-crop” areas,
from these two soils.

Samples of Neossolo (loamy sand soil) and Latossolo (clay) were treated with [**C]-
fluopicolide at a rate of 0.2 mg kg?, equivalent to the field application rate of 120 g ha' ,
assuming a soil bulk density of 1.2 g cm® and a mixing depth of 5 cm. The samples were
incubated in the dark for up to 130 days and samples were analyzed at 0, 30, 60 and 130
days to verify total radioactivity. The mineralization was verified by KOH sampling; the *C-
fluopicolide amount extractable in the soil was verified by extraction with acetonitrile and
gquantities of remaining non-extractable residues was checked by treated soil combustion.
Finally, the radioactivity balance of all samples was investigated by LSC (Liquid Scintillation
Counting) and samples from extraction were also analyzed by HPLC- radiodetector.

For both soils, regardless whether it is “in-crop” or “off-crop” area, the total levels of
solvent extractable radioactivity declined over the course of incubation period. The non-
extractable residues levels increased in the end of study.

The total recovery of radioactivity for Neossolo from both areas was in range of 93%
to 117% all over 130 day incubation period after fungicide treatment. In “in-crop” area, the
percentage of extractable residues was 103%, immediately following application of 4C-
fungicide to 88% at 130 days of study, and for “off-crop” area from 105% to 77% for the
same interval respectively. The amount of non-extractable residues detected were 4% and
5% for “in-crop” and “off-crop” area respectively at end of study. Levels of *CO; formation
increased with time although the overall mineralization was moderate for “off-crop” area and

low for “in-crop” area (around 18% for “off-crop” and 9 % for “in-crop” area).
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In the silt clay (Latossolo), the range of total radioactivity recovery was 100% to 108%
all over 130 day incubation period after fungicide treatment. For “in-crop” area, the
percentage of extractable residues was 102% regarding to radioactivity applied immediately
following application of **C-fungicide and 81% at the end of study. In “off-crop” area recovery
was 99% to 84% respectively. The amount of non-extractable residues was 6% and 11% for
“in-crop” and “off-crop” area respectively at end of study. Levels of *CO, formation increased
with time although the overall contributions were approximately 7% for “off-crop” and 13% for
“in-crop” area.

The pesticide influence after sequence applications on *C-glucose respirometry on
soils was verified in order to compare the evolution of mineralization rate from one and four
applications of pesticide in interval of seven days. Samples of Neossolo and Latossolo, from
“in-crop” area and “off-crop” area, were treated with fluopicolide fungicide at a rate of 0.2 mg
kg, for each application. The #C-glucose was also added in the soil samples and the levels
of 1*CO, were collected by KOH on interval from zero to fourteen days and the radioactivity
was quantified by liquid scintillation counting (LSC). There was no fluopicolide influence on
microbial bioactivity. In all soils, independent on quantities of applications, its influence had a
similar behavior compared with to control sample.

To establish the adsorption coefficients (K e Kroc), the [**C]-fluopicolide was applied
on soil samples of “in-crop” and “off-crop” areas of Neossolo and Latossolo, with different
fluopicolide concentrations. The assay was carried out in centrifuge tubes containing 1.0 g of
soil sample and 10.0 mL of CaCl, 0,01M, in triplicate. The adsorbed concentration was
calculated by difference between the applied concentration and the concentration in the
equilibrium solution after 24 hours, using the specific activity of the molecule. Subsequently,
to perform the desorption study, the adsorption supernatant was drained out and 10.0 mL of
CaCl, 0,01M was added in each tube. The sorption isotherms were fitted using the
Freundlich equation and K; coefficients were employed to calculate the Kso values.

The Freundlich coefficients Ksfor adsorption for Latossolo and Neossolo, on “off-crop”
and “in-crop” areas, were 12.29;10.03; 4.48 e 3.16 [(ug gY)(mL pug¥¥); and regarding to Kioc
were 273.2; 223.9; 354.6 e 237.3 mL g!. The sorption results indicates the fungicide is a
molecule of ‘'medium’ adsorption in Latossolo soil and ‘low™ adsorption in Neossolo soil,
according to IBAMA (1996).

In general, under this study conditions, there were a low fluopicolide mineralization on
these soils. It was not possible to conclude any fluopicolide influence on microbial activity. All
samples (both of in-crop” and “off-crop” areas, from Latossolo and Neossolo) had similar
behavior compared with respectively control samples. The adsorption results indicates the

fungicide is a molecule of ‘'medium™ and “low"™ adsorption in soil.
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Under this study conditions, there was no difference on fungicide behavior on “in-

crop” e “off-crop” areas of Neossolo and Latossolo

Key words: fluopicolide, mineralization, sorption, Neossolo, Latossolo
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1.0 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o crescimento da populacdo mundial tem forcado o aumento da
producdo de alimentos, por meio da abertura de novas fronteiras agricolas e da
intensificacdo do uso do solo, com a adogcdo de tecnologias como a utlizacdo de
fertilizantes, variedades melhoradas, plantios adensados, agroquimicos e, recentemente, a
introducdo de plantas transgénicas, dentre outras (OLIVEIRA & BRIGHENTI, 2011). Com
isso, atualmente h4 um grande consumo de agrotoxicos devido a necessidade de producdo
em ampla escala de determinadas culturas vegetais e criagdo de espécies de animais de
interesse econ6mico. Devido a esse consumo, 0 uso de agrotoxicos tem despertado
atencao pela possibilidade de ocorrer problemas de contaminacdo ambiental, de animais e

do homem.

Os agrotdxicos podem atingir o solo diretamente ou indiretamente e no ambiente
edafico podem alterar a atividade microbiana, estimulando-a, servindo como fonte de
carbono e nitrogénio, ou inibindo-a, devido a sua toxicidade (BARTHA et al., 1976). Sendo
0S micro-organismos vitais para a fertilidade do solo por meio da degradacdo da matéria
organica (BEELEN & DOELMAN, 1997), qualquer alteracdo na microbiota pode influenciar a

fertilidade do solo.

Em paises desenvolvidos, rigorosos mecanismos de regulamentacdo e aplicacao de
agrotoxicos sdo postos em praticas para garantir sua utilizacdo segura e manuseio correto.
Os esquemas de controle, para garantir que a aprovacdo para a venda e uso de
agrotoxicos, sdo baseados em dados cientificos que apoiam a eficacia contra as pragas-
alvos e determinam o perigo para a saude humana e o meio ambiente. O uso dos
agrotoxicos na maioria dos paises em desenvolvimento é, no entanto, baseado
exclusivamente nas recomendacdes do fabricante. Essas recomendacdes, que incluem
dados sobre propriedades toxicolégicas e ambientais, embora (teis, podem nao ser
apropriadas para as condi¢des locais, uma vez que foram testados sob diferentes condigbes
climéaticas e socios-culturais. Com a intensificagdo da agricultura e o aumento do uso de
agrotoxicos, a necessidade de se estudar seus efeitos colaterais sobre diversas
propriedades de solo e das plantas € muito importante para evitar acidentes indesejaveis
(GLOVER-AMENGOR & TETTEH, 2008).



Dentre os fatores que influenciam o comportamento de agrotdoxicos nos solos, a
estrutura quimica do composto deve ser cuidadosamente avaliada, porque a presenca de
anéis aromaticos, as moléculas complexas, ou ainda, a presenca de atomos de cloro nas
moléculas oferecem maior recalcitrancia dos compostos no ambiente (ATLAS & BARTHA,
1993; ANDREA et al., 1994). Entende-se por compostos recalcitrantes aquelas substancias
cujas moléculas apresentam ligacdes de maior estabilidade, sendo portanto de maior
dificuldade de degradag&o quimica e/ou biolégica (ATLAS & BARTHA, 1993), apresentado

como consequéncia, maior persisténcia.

Depois da aplicacdo de um agrotdxico, varios processos fisicos, quimicos, fisico-
quimicos e biolégicos determinam seu comportamento. Além disso, o destino de agrotdxicos
no ambiente é governado por processos de retencdo nas particulas do solo (sorcéo,
absorcdo), de transformacdo (degradacdo quimica e biolégica) e de transporte (deriva,
volatilizacao, lixiviagdo e carreamento superficial), e ainda por interac6es desses processos
(SPADOTTO et al., 2004).

A persisténcia de um agrotoxico no solo depende dos processos de dissipacao,
evaporacgao, lixiviagdo, escoamento superficial, absorcdo pelas plantas e da taxa de
degradacédo fisica, quimica e biologica da molécula (SILVA et al., 2007). Entre esses
processos, maior importancia tem sido atribuida & degradagdo bioldgica, relacionada a
atividade dos micro-organismos presentes no solo (GRAHAM-BRYCE, 1981). Durante o
processo parte do agrotoxico aplicado pode permanecer no solo na forma de residuos,
conservando-se na forma extraivel ou ligada ao solo (NAKAGAWA; ANDREA, 2000). A
formacéo do residuo ligado pode levar a diminuigdo da degradacdo do agrotoxico e a perda
de sua identidade quimica (CALDERBANK, 1989), & perda da sua atividade biologica
(GEVAO et al.,, 2000), a alteracdo da sua absorcdo pelas plantas, a alteracdo do
escoamento superficial, além da lixiviagio desses compostos (NAKAGAWA:; ANDREA,
2000).

De acordo com Spadotto (2006), os agrotoxicos, além de cumprirem o papel de
proteger as culturas agricolas das pragas, doencas e plantas daninhas, podem oferecer
riscos a salde humana e ao ambiente. O uso frequente, e muitas vezes incorreto, de
agrotoxicos pode causar a contaminacao dos solos, da atmosfera, das aguas superficiais e
subterrdneas e dos alimentos, apresentando consequentemente, efeitos negativos em
organismos terrestres e aquaticos e intoxicacdo humana pelo consumo de agua e alimentos

contaminados, assim como o risco de intoxicagdo ocupacional de trabalhadores e



produtores rurais. Nas ultimas décadas, verificou-se um aumento da preocupacao mundial a
respeito do impacto que determinadas praticas causam no meio ambiente, dentre elas o uso
abusivo de agrotoxicos, por isso praticas e formas de manejo que visam a preservacao do

meio ambiente estdo sendo estudadas (STEFFEN et al., 2011)

Técnicas que utilizam radioisétopos como tracadores séo de extrema utilidade para o
estudo de dindmica de agroquimicos, pois as técnicas radiométricas quando combinadas a
outras técnicas convencionais, oferecem a possibilidade de determinacdes precisas de
quantidades muito pequenas em tempo relativamente curto (RUEGG, 1975). Além disso, a
propriedade fisica do radiotracador permite discerni-lo do material em que esta presente,
possibilitando seu rastreamento no ambiente e a avaliacdo da importancia relativa dos
processos de volatilizac&o, lixiviagdo, adsorcéo e degradacio dos agroquimicos (ANDREA,
1986). Entretanto, conforme L'’Annunziata (1979), embora o emprego de radiotracadores,
como o [*C], permita a quantificacdo do *C-composto presente, o método ndo possibilita
sua identificacdo quimica, isto é, ndo permite identificar se o *C-composto estd em sua
forma originalmente aplicada ou se ocorreu degradacdo. Desta forma, analises quimicas
complementares sdo executadas paralelamente para identificacdo quimica do *C-composto
detectado. A metodologia efetuada da-se geralmente na seguinte sequéncia: 1- extracéo
com solventes dos compostos extraiveis na amostra; 2- quantificacdo dos compostos por
radiometria e técnicas analiticas convencionais; e 3- separacdo cromatogréfica e

identificacao.

Além de quantificagdo e identificacdo de compostos presentes no solo, pode-se
efetuar testes para avaliar-se quanto € perdido daquele ambiente, o que é grandemente
auxiliado pelo uso de moléculas radiomarcadas com carbono-14. Os testes que envolvem a
mineralizacdo de agrotoxicos radiomarcados, isto é, degradacao total da molécula com a
producdo de gas carbbnico e agua, fornecem dados sobre a cinética de degradacdo dos
compostos e medem o potencial de degradacgéo total dos agrotoxicos mais estaveis (KLEIN
& SCHEUNERT, 1985; NAKAGAWA et al., 1995; PAREKH et al., 1995).



2.0 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento do fungicida fluopicolide nos solos Latossolo e Neosssolo
em &reas preservadas (areas “off crop”) e solos em que houve manejo de praticas agricolas
(&reas “in crop”).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar a mineralizacdo do fungicida fluopicolide em solos Neossolo e Latossolo,
coletados na camada de 0 — 5 cm de areas preservadas (areas “off crop”) e solos
em que houve manejo de préticas agricolas (areas “in crop”)

2- Verificar a influéncia de repetidas aplicagbes do fungicida fluopicolide na
respiracédo do solo, por meio da mineralizacdo de glicose radiomarcada aplicada
nos solos.

3- Determinar o coeficiente de adsorcao e dessorcao deste fungicida nos solos.



3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Definicdo de Agrotdxicos

A Lei n® 7.802 de 11.07.89 define: “Agrotéxicos sdo os produtos e os agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da flora e da fauna,
a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos” (BRASIL, 1989).
Estdo excluidas desta definicho — fertilizantes ou nutrientes, drogas veterinarias,

amadurecedores, aditivos alimentares e antibiéticos.

Os agrotdxicos sao moléculas sintetizadas para afetar determinadas reacoes
bioguimicas de insetos, micro-organismos, animais e plantas que se quer controlar ou
eliminar, mas determinados processos bioquimicos sdo comuns a todos 0s seres vivos e,
assim, o efeito pode entdo atingir ndo s6 o organismo alvo, como também outros seres do
ambiente. Os efeitos dos agrotdxicos nem sempre séo isolados, pois as comunidades tém
interacOes reciprocas de dependéncia ou cooperacdo, e a acdo sobre uma determinada

populacdo pode afetar todo o funcionamento de um ecossistema (SPADOTTO et al., 2004)

A classificacdo dos agrotoxicos obedece a dois critérios principais: classe quimica e
organismo alvo. Em relacdo a estrutura quimica, eles podem pertencer a classe dos
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, organonitrogenados, triazinas,
benzimidazdis, etc. de acordo com a molécula. Em relacdo aos organismos alvo, 0s

agrotoxicos séo classificados em fungicidas, inseticidas, herbicidas, acaricidas, entre outros.



3.2 Dinamica dos agrotéxicos

Os agrotoéxicos tém sido amplamente utilizados nos cultivos agricolas; no entanto,
seus destinos no ambiente continuam praticamente desconhecidos, sendo necessaria

melhor compreensao sobre seus efeitos nos ecossistemas (BAUMART et al.; 2007).

De maneira geral, no ambiente edafico os agrotdxicos estdo sujeitos a acao de trés
tipos de processos principais: retencdo, transformacdo e transporte. Esses processos néo
ocorrem isoladamente, mas ao mesmo tempo e, em algumas situa¢des, com predominio de
algum deles. A retengéo se refere a capacidade das particulas minerais e/ou orgéanicas do
solo de reterem um determinado composto ou molécula orgénica; a transformacdo ocorre
normalmente por meios biéticos (biodegradacéo) e abibticos (transformacdo quimica e
fotdlise); por fim o transporte de agrotdxicos no solo ocorre basicamente por meio da

lixiviagéao, escorrimento superficial e volatilizagdo (SCORZA; 2006)

Cada vez mais, se observa maior preocupacao quanto a contaminacdo do ambiente
e a utilizacdo racional dos solos e recursos hibridos. As praticas agricolas, entretanto, sdo
responsaveis por grande parte da degradacao desses recursos. Outro fator relevante é que
cerca de 60 a 70% do total dos agrotoxicos aplicados nos campos agricolas ndo atingem a
superficie alvo de interesse e acabam alcancando direta ou indiretamente o solo, o qual atua
como o principal receptor e acumulador desses compostos (SILVA et al., 2007) . Isso ocorre
porque compostos quimicos utilizados para o controle de espécies indesejaveis em
plantac@es dificilmente podem ser aplicados apenas e diretamente no organismo alvo. Desta
forma, atingem também a plantacdo e a superficie do solo (KEARNEY & HELLING, 1969;
HARTLEY & GRAHAM-BRYCE, 1980). Os agrotéxicos também podem atingir o solo através
da pulverizacdo direta ou das partes verdes, e da queda de folhas e frutos que receberam a
aplicacdo (MUSUMECI, 1992).

De acordo com Andréa (1986), os residuos de agrotéxicos ou seus metabdlitos
gquando presentes no solo podem: 1- em pequenas concentracdes, ser absorvidos pelas
plantas e incorporados a cadeia alimentar abaixo do nivel de tolerancia estabelecido; 2-
estar presentes em concentragfes fitotoxicas que comprometeriam o desenvolvimento de
futuras plantacdes; ou ainda 3- interagir com outros agrotoxicos ou residuos que podem
ocasionar um efeito fitotoxico sinergistico e/ou aumentar ou diminuir sua persisténcia no

ambiente.



Essas modificagbes que podem ocorrer com a molécula de um agrotéxico no solo
podem ser uma quebra total da molécula (chamada de mineralizacdo) dando origem a COx,
H2O e ions minerais; ou podem ser parciais, dando origem a subprodutos (os metabdlitos),
chamada de metabolizacdo. Tais modificacbes ocorrem por meios bidticos ou abidticos
(COX et al., 1997) e por isso, estudos do comportamento de agrotdxicos no ambiente tém
como principais objetivos: descobrir os fatores que influenciam direta ou indiretamente a
efichcia de acdo do produto sobre a praga e descobrir as possiveis interagbes dos
agrotoxicos com o meio, de forma a se minimizar os efeitos adversos causados pelos
agrotoxicos quando presentes no solo (LAVORENTI, 1996). A propria pratica agricola
também influencia na dissipacdo dos compostos quimicos aplicados no ambiente. Os
mecanismos de transferéncia podem ser puramente fisicos (quando ndo ha alteracdo da
estrutura molecular do agrotdxico) ou de degradacdo (quando ha alteracdo na estrutura
molecular do agrotoxico). Os principais processos de transferéncia sdo: deriva fisica,
volatilizacdo, adsorcao/dessorcao, absorcéo e lixiviagdo (LUCHINI, 1995). Em relacdo aos
mecanismos de degradacdo sao citados: degradacdo fotoquimica, microbiana, quimica e
metabolismo vegetal e/ou animal (MESSIAS, 1998), que influenciam na dissipacdo e

toxicidade do composto no ambiente.

Portanto, o comportamento e a persisténcia dos agrotdxicos no solo resultam de
numerosas interacées entre eles com 0s componentes vivos e as particulas minerais e
orgéanicas do solo, assim como também dependem de fatores ambientais (GREEN, 1974).
Dentre os fatores ambientais que regulam o comportamento dos agrotdxicos pode-se citar
ainda quantidade de argila e matéria organica, pH e temperatura (LUCHINI, 1987; WALTON
& ANDERSON, 1988; WALKER, 1989; LYDY et al.,, 1990) e dentre as propriedades dos
compostos cita-se sua: natureza quimica, capacidade de ionizacdo, solubilidade em agua,
pressdo de vapor, coeficiente octanol-agua, retencéo e sua meia-vida no solo (PRAMER &
BARTHA, 1980; ROBERTS, 1984; WALTON & ANDERSON, 1988; COATS, 1993; WEBER,
1994).



3.3 Fatores que influenciam na dissipagéo de agrotd6  xicos

3.3.1 Propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos

Segundo Primel et al. (2005), as propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos sao
importantes parametros que podem ser avaliados para estabelecer um conhecimento prévio

sobre o seu potencial de risco como contaminante no meio ambiente.

As principais propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos relacionadas com o seu
comportamento sdo: solubilidade em agua (S), coeficiente de adsorcdo (Kp, Ke e Koc),
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), constante de equilibrio de ionizacdo acida (pKa),
constante de lei de Henry (KH), reatividade ou meia-vida (T %) no solo e na agua
(CABRERA et al., 2008). As propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos, bem como a
guantidade e a frequéncia de uso, métodos de aplicacao, caracteristicas bibticas e abidticas
do ambiente e as condicGes meteoroldgicas, determinardo qual sera o destino dos
agrotoxicos no meio (KLINGMAN et al., 1982).

Segundo Luchini & Andréa (2002), “num sistema solo-agrotoxico a adsor¢éo dos
agrotoxicos no solo € normalmente um processo chave no comportamento desses
compostos, pois esta diretamente relacionado com translocacgédo, persisténcia, mobilidade e
bioatividade dos compostos nos solos e plantas ali presentes. A adsorcao de agrotoxicos no
solo tem importancia principalmente por relacionar-se diretamente com 0s processos de
disponibilidade para atividade do composto, disponibilidade para o atagque microbiano e
biodegradagédo, e inversamente com a possibilidade de lixiviagdo no perfil do solo e
potencial de poluicdo de aguas superficiais e subterraneas. Além disso, sua ocorréncia pode
variar enormemente em funcéo das diferentes propriedades fisicas e quimicas dos solos,
tais como conteudo organico, pH, quantidade e tipos de argilas etc. O processo de adsorcdo
de um agrotéxico no solo determina a fracdo do composto disponivel para sua acdo
biolégica, ja que o processo de adsorcdo resulta da particdo do agrotoxico entre a fase
sélida e a fase liquida do solo. A adsorcdo de agrotoxicos é geralmente representada pela
equacdao de Freundlich para o equilibrio agrotoxico-superficie do solo-solucdo do solo.

Os agrotoxicos ou seus residuos podem ainda passar por transformacdes que
causam ou desaparecimento ou persisténcia, ou ainda, transformacfes parciais que irdo
determinar os efeitos prejudiciais ao ambiente. Os agentes de transformacéo ou degradacédo
podem ser: fisicos, quimicos e bioldgicos. Os processos de degradacdo de agrotoxicos no
solo dependem da estrutura quimica dos compostos; das caracteristicas do proprio solo,
onde a matéria organica representa fator de maior importancia para as reacfes; da

presenca de agua, pois ela age como meio de reagdo ou como reagente, e das condi¢cdes



climéaticas, que agem diretamente tanto sobre processos fisico-quimicos, como sobre a
populacdo e o metabolismo microbiano dos solos. O conceito de degradacdo pode ser
definido de maneiras diferentes. Por um lado, sob o ponto de vista pratico, fala-se de
degradacgéo quando, por meio de fatores bioticos e/ou abioticos, a molécula da substéncia
ativa é de tal forma alterada que perde as suas propriedades originais. Por outro lado, e do
ponto de vista ecotoxicolégico e de protecdo do solo e dos recursos hidricos, fala-se em
degradacdo incompleta, quando a substancia ativa € transformada parcialmente dando
origem a varios metabdlitos, ou ainda, degradacdo completa quando ela é mineralizada
transformando-se em elementos simples como H,O, CO;, etc. A mudanca na estrutura
molecular de um composto orgénico pode se dar através de processos biolégicos ou nao-
biolégicos. As reacbes de transformacdo envolvendo micro-organismos sdo normalmente
0s Unicos processos pelos quais um composto pode ser mineralizado, isto €, convertido a
COg2, H20 e outros ions. A degradacdo microbiana tem sido apontada como o principal fator
de degradacdo de agrotoxicos no solo e esta relacionado principalmente a fungos e
bactérias, que sdo os organismos mais abundantes neste ambiente, mas também por outros
micro-organismos que utilizam o agrotéxico como fonte de alimento e energia para seus
processos metabdlicos. A maior parte da degradacdo microbiana de agrotéxicos ocorre no
solo com condi¢cdes como umidade, temperatura, aeracdo, pH e contetado organico ideais

para o metabolismo e que, portanto, sao fatores que afetam a taxa de degradacéo.”

A proépria estrutura molecular dos compostos determina potencialidades de seu
comportamento no ambiente. Assim, a presenca de anéis arométicos, atomos de cloro e
grupamentos fendis ou anilinas sdo importantes na fitotoxicidade e caracteristicas quimicas
como ponto de ebulicdo, ponto de fuséo, hidrossolubilidade, polaridade, entre outras
(ANDREA, 1992). A press&o de vapor é importante para avaliar o transporte dos agrotoxicos
para a atmosfera e, portanto, € a propriedade da molécula utilizada para a determinacéo da
volatilizacdo potencial do composto (BARBERA, 1976; LAVORENTI, 1996). A solubilidade
em agua € um dos mais importantes parametros que influenciam no destino final e
transporte do agrotdxico pela coluna de solo, pois moléculas hidrossollveis sao facilmente
incorporadas no ciclo hidrologico e, por isso, apresentam maior potencial de contaminacao
de 4guas subterraneas e/ou de superficie (LAVORENTI, 1996). Contudo, estas moléculas
apresentam, em geral, baixa adsorcdo pelas particulas do solo e, desta forma, estdo mais
suscetiveis a degradacdo microbiana, podendo determinar as dissipacdes do composto no

ambiente.
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Porém, moléculas que possuem diversas associagdes possiveis entre os coloides do
solo, segundo Luchini (1987), “destaca-se a adsor¢éo, um fendbmeno quimico, que ndo gera
modificagbes nas substancias envolvidas, mas determina maior ou menor disponibilidade
dos agrotdxicos ao ataque microbiano e pode determinar maior persisténcia desses
compostos no solo.” Esse processo se refere a ligacdo do agrotoxico a superficie das
particulas do solo, variando em funcdo das propriedades do préprio composto e das
propriedades fisicas e quimicas do solo, tais como: teor de matéria organica, pH e teor de
argila do solo (LUCHINI & ANDREA, 2002).

3.3.2 Fatores ambientais

A matéria organica do solo € formada a partir de restos de plantas, animais, fungos e
outros micro-organismos em diversos estagios de degradacdo (BARTHA, 1980). A matéria
organica é importante porque é fonte de nutrientes para a proliferagdo dos micro-organismos
do solo, e o aumento no nimero de micro-organismos pode resultar maior degradacgéo dos
agrotoxicos (KHAN & BEHKI, 1990).

Essa mistura de materiais presente na matéria organica pode ser dividida
basicamente em duas partes: substancias ndo himicas e substancias himicas, sendo que
as substancias humicas influenciam na retencéo de calor e agua no solo (MESSIAS, 1998) o
que, por sua vez, pode influenciar a dissipacdo dos agrotdxicos, tanto por processos
gquimicos quanto por processos bioldgicos. O aumento da temperatura favorece a dissipacdo
dos agrotéxicos do solo por volatilizacdo e o contetddo de agua favorece a disponibilidade de
agrotoxicos hidrossolUveis aos micro-organismos edaficos. Portanto, tanto a temperatura

como o contetdo de agua tém influéncias quimicas e bioldgicas no solo.

Segundo Benoit et al. (1999), o destino de muitos agrotoxicos esta relacionado com o
teor de matéria organica presente no solo porque ela influencia os processos de adsor¢ao,
biodegradacdo e transporte das moléculas dos agrotdxicos, assim como a atividade
biol6gica do solo. Em relacdo a adsorcdo de agrotoxicos, a matéria organica também tem
influéncia, pois durante o processo de oxidacdo da propria molécula orgéanica podem ser
formados novos sitios de adsorcdo as particulas do solo por meio da quebra das ligacGes

argila-humus e estes sitios podem reagir com 0s agrotoxicos.

Além da matéria organica contida no solo, o seu pH influencia o destino dos

agrotoxicos no solo direta ou indiretamente e quimica ou biologicamente, por meio da
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influéncia sobre a taxa de adsorcéo, velocidade e via de degradacao, além de selecionar
grupos de micro-organismos (MENZIE, 1969; GRAY et al, 1978; WALKER & WELCH, 1989;
REINHARDT et al., 1990; ANDREA et al., 1997; OLIVEIRA & BRIGHENTI, 2011).

Segundo Gray et al (1978), a temperatura do solo influencia na difusdo de gases,
metabolismo, adsorcdo e selecdo de grupos de micro-organismos. Com o aumento de
temperatura, aumenta-se proporcionalmente a difusdo de gases, a volatilizagdo dos

agrotoxicos e 0 metabolismo microbiano.

3.4 Aplicacdo de tecnologia nuclear na agricultura

Ha diversas utilizacdes de energia nuclear, para fins pacificos, como ferramenta
auxiliar para o entendimento da dindmica de elementos e composto (exemplo nutrientes,
agua, pesticidas, etc.) em estudo de ecologia, fisica do solo, mineralogia, geologia,
biogeoquimica ambiental, entomologia, ciéncia dos alimentos, melhoramento genético,

nutricdo animal e nutricdo mineral de plantas; fertilidade do solo etc. (LAVRES, 2012)

Ha uma série de aplicacbes de tecnologia nuclear na agricultura, sendo as
principais como: fontes de radiacéo (°°Co e '?’Ra) e o uso de radioisétopos como tracadores
(**C, ®He , *°P e 1%0) (MALAVOLTA, 1963; ROCHA et al, 1976).

Uma variedade de técnicas tem sido utilizadas para avaliar o comportamento
ambiental de agrotoxicos . Dentre estas, o uso de radiois6topos em estudos estd bem
estabelecida e esta técnica € uma das ferramentas mais precisas e confiaveis para estudar
0 comportamento dos agrotdxicos e seus produtos de degradacdo e é comumente usado

para a analise quantitativa e qualitativa.

Essas técnicas nucleares sdo usadas para estudar problemas agricolas, destacando-
se as seguintes areas: melhoramento genético de plantas de interesse econémico,
fertilizacdo e nutricdo de plantas, problemas ambientais (empregados principalmente em
estudos ambientais), irradiacdo de alimentos, producédo animal e ciéncia do solo (LEAO,
1997).

Como as informacfes sobre o comportamento ambiental de agrotoxicos devem
atender aos requisitos nacionais e internacionais para o registro e uso dessas substancias, o
uso de técnicas radioisotopicas € uma ferramenta importante em quase todas as areas de

pesquisa com agrotéxicos, ajudando na avaliacdo e compreensdo da estrutura fisica e
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guimica e do destino desses contaminantes nos diferentes compartimentos ambientais.
Assim, 0 uso de compostos radiomarcados permite estudos sobre a translocacdo e
metabolizacdo destes compostos no solo, plantas e animais, resultando em importantes
informacgdes sobre o destino do produto ao longo da cadeia alimentar (ANDREA et al.,
1994). Da mesma forma, as transformacdes de agrotéxicos no solo podem ser avaliadas
com base na quantificacdo de *CO; produzido a partir da mineralizacdo desses compostos
no solo, o que resulta em informag&o sobre a sua persisténcia. Em adi¢cdo aos estudos de
laboratério, o comportamento de [**C]-agrotdéxicos pode ser avaliado também em
experimentos conduzidos em lisimetros, sendo possivel um balango de massa do *C -
agrotoxico aplicado, através da quantificacdo de radiocarbono presente no perfil do solo, na
agua da chuva lixiviado e/ou translocados para as plantas cultivadas, ao longo do tempo
(ANDREA et al., 1990; LUCHINI et al., 1993).

Assim, o0 uso de radiois6topos como tracadores permite acompanhar a absorcao e o
transporte de substancias em plantas, absorcdo de alimentos e outras substancias em
animais e, também permite estudar os mecanismos de dissipacdo de agrotoxicos no
ambiente apds sua aplicacdo, pois a propriedade fisica do radioisétopo ndo altera seu
comportamento quimico e permite o rastreamento do composto em estudo (MALAVOLTA,
1963; ANDREA, 1986). Além disso, segundo Fiihr (1991) e revisdo bibliografica de Andréa
(1992), os radiotracadores facilitam a deteccdo de quantidades minimas de residuos de
agrotoxicos em tempo relativamente curto e permitem a deteccdo de produtos de

degradacéo ainda desconhecidos.

Atualmente a utilizacdo de radiotracadores, principalmente o “C, permite estudos
de longo prazo e por ser emissor de radiacdo beta de baixa energia, ndo exige
equipamentos de protecdo pessoal sofisticados (ANDREA, 1986; FUHR, 1991). Entretanto,
mesmo com 0 emprego de radiotracadores, a elucidacdo do mecanismo de dissipacdo dos
agrotoxicos no ambiente sO é possivel pela integracdo de diversas areas cientificas, como
quimica, fisiologia vegetal, pedologia, agronomia e microbiologia (FUHR, 1991), além do uso

conjunto de técnicas analiticas convencionais.
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3.5 Fungicida fluopicolide

O fluopicolide é um fungicida utilizado no Brasil nas culturas de batata, fumo, meléo,
tomate e uva, conforme o sistema de consulta publica Agrofit, em 2013, do Ministério de
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Seu modo de acéo é sistémico via xilema e

translaminar.

De acordo com as recomendacdes do fabricante do produto comercial que possui a
maior dose registrada no mercado, € recomendada uma aplicacdo foliar ou até seis
aplicacbes, dependendo da cultura e da infestacdo de pragas. Geralmente, na prética de
campo se faz 4 aplicacbes durante o crescimento da planta e também com rotacdo de
produtos de outras classes quimicas, sendo a dose maxima de 120 g i.a ha?l, com o

intervalo de aplicacdo de 7 a 10 dias.

As propriedades e caracteristicas fisico-quimicas do fungicida fluopicolide estédo

descritas na tabela a seguir.

Tabela 1: Informacdes sobre fluopicolide

Nome comum Fluopicolide
Numero CAS 239110-15-7
Nome IUPAC 2,6-dicloro-N-[(3-cloro-5-(trifluormetil)-2-piridilnilametiljbenzamida
Nome CAS 2,6-dicloro-N-[[3-cloro-5-(trifluormetil)-2-piridinila]metil] - benzamida
Formula Estrutural F
F
Cl (o
F 1
H
N N
N
0 Cl
Massa Molecular Classe Grupo Quimico
383,58 g/mol Fungicida Benzamida
Formula Molecular pKa Hidrélises (meia-vida)
C14HsCI3F3N20 Sem dissociacao sob condicbes pH 4, pH 7 e pH 9 estavel
relevantes
Coeficiente Particdo
3,26 a pH 7,8e22°+1°C DTs01ab 200c (t 1/2)

Octanol/agua

Log (K ow) 29apH4,0,73e91e40°+1°C 194d-411d
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Pressao de Vapor Solubilidade em agua (a9 °e Solubilidade em solventes
(a25°C) 20°C) orgéanicos (a 20 °C)
8,03 x 107 Pa 2,86 mg/L em pH 4

Hexano 0,20 g/L

2,80mg/LempH7epH9 _
Diclorometano 126 g/L;

Tolueno 20,5 g/L
Acetona 74,7 g/L
Acetato de etila 37,7 g/L

Dimetilsulfoxido 183 g/L
Etanol 19,2 g/L

Fonte: EPA e EFSA

4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Fungicida fluopicolide

Foi utilizado o fluopicolide Padrdo Analitico (lote MOY4627, pureza 99,2%) e
fluopicolide radiomarcado [Pyridyl-2,6-1*C] fluopicolide (ID: KML 9513, atividade especifica

5.73 MBq) ambos fornecidos pela Bayer CropScience.

A formula estrutural e a posicdo de marcacdo da molécula do “C-fluopicolide, estdo

representadas na figura abaixo.

Figura 1: Molécula do fungicida fluopicolide radiomarcado

Foérmula Estrutural: F

Cl cCl

L

AN
H
* } N
N

*posicao do [**C]
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4.2 Amostras de solo

Para realizacdo do estudo, foram coletadas amostras superficiais de solos (0 — 5 cm)
de éareas “off crop” (areas preservadas) e areas “in crop” (areas tratadas) de solos Latossolo

e Neossolo. Todas as areas estdo localizadas no municipio de Piracicaba/SP.

Os coordenadas geogréficas das areas “off crop” e areas “in crop” estdo na Tabela 2.

Tabela 2: Coordenadas Geograficas das Regides dos solos

“off crop” “in crop”

latossolo  2237°19"Ss  22°43'14"S
47°36'45"W  53°53'432"W

Neossolo 22°43' 32" 5 22°43'1.4” S
48°1'21”W  48°1'10.55" W

Esses solos foram escolhidos por serem solos tipicamente tropicais e foram
coletados a profundidade de 0 — 5 cm onde € maior a atividade microbiana e maior o
conteudo de matéria organica, uma vez que esses parametros edaficos sdo de fundamental
importancia nos processos de degradacédo e de adsor¢cdo dos agrotéxicos.

As propriedades fisicas e quimicas dos solos (uma vez que nas areas “in crop”, é
comum a pratica de fertilizacdo) foram analisadas nos laboratérios do Departamento de

Ciéncia de Solo (ESALQ-USP), e seus parametros estédo apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5.
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Tabela 3: Analise quimica dos solos

pH P K Ca Mg H+Al CTC pH pH M.O.(1) N (total)

CaCl; mgdm® ———— mmolcdm® ————— H,O KcCl g dm mg kgt
'Il.atossolc: 4,8 8,0 2,4 26,0 9,0 64,0 101,4 56 4,5 54,0 3.682,0
off crop
Latossolo 5,0 20 140 90 420 666 57 46 340 15050
in crop
Neossolo ) ' 40 <07 90 40 340 485 54 43 240 11200
off crop
Neossolo o, 400 22 140 110 130 398 64 62 160 6020
in crop

Unidades: P (mg.dm-3); K, Ca, Mg, H+Al, e CTC (mmolc.dm);

Métodos:

Fosforo (P) por colorimetria extraido com resina trocadora de ions, pH CaClz, potassio (K) em espectrofotdbmetro de emisséo atémica extraido
com resina trocadora de fons, calcio (Ca) e magnésio (Mg) em espectrofotdmetro de absorgéo atdmica extraido com resina trocadora de fons,
acidez potencial (H+Al) extraido com tampao SMP (Manual de analise quimica para avaliagdo da fertilidade de solos tropicais. IAC, 2001).

CTC: Capacidade de troca de cations; .

pH em agua, pH em KCI (Manual de métodos de analise de solo. EMBRAPA. 22 edi¢do, 1997). matéria organica (MO) por colorimetria (Manual
de andlise quimica para avaliagdo da fertilidade de solos tropicais. IAC, 2001). Matéria organica (MO) por titulacdo (Métodos de Andlise Quimica,
Mineraldgica e Fisica de Solos do Instituto Agronémico de Campinas. Boletim técnico 106, IAC, 2009)., nitrogénio total — digestéo
sulfarica/Kjeldahl,

Tabela 4: Analise fisica dos solos

Areia Total Silte Arg.l = Classe de
c/disp.
--------------- (gkg?) - textura
Latossolo 261,0 92,0 647 m-arg.
off crop
Latossolo 378,0 53,0 569 arg.
in crop
Neossolo 877,0 23,0 100 ar.
off crop
Neossolo 924,0 13,0 63 ar.
in crop

Métodos: Bouyoucos (densimetro); S.S.S.A. Book Series: 5 Methods of Siol Analysis Part4; Classe de diametro (mm) U.S.D.A.;5 fragGes de areia:
muito grossa (MG) = 2 a 1; grossa (G) = 1 a 0,5; média (M) = 0,5 a 0,25; fina (F) = 0,25 a 0,10; muito fina (MF) = 0,10 a 0,05; areia total (AT) =2 a
0,05; silte = 0,05 a 0,002; argila total < 0,002; argila agua < 0,002. 2 fragbes de areia: grossa (G) = 2 a 0,25 e fina (F) = 0,25 a 0,05; areia total
(AT) = 2 a 0,05; silte = 0,05 a 0,002; argila total < 0,002. Classe de textura: Argila (c/ dispersante) até 149 g/kg = arenosa (ar);de 150 a 249 g/kg

= média arenosa (md-ar); de 250 a 349 g/kg = média argilosa (md-arg); de 350 a 599 g/kg = argilosa (arg); de 600 g/kg ou superior - muito
argilosa (m-arg).
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Tabela 5: Carbono de biomassa microbiana dos solos*

mg C g de solo seco

Latossolo "off crop" 1,21
Latossolo "in crop" 0,82
Neossolo "off crop" 0,33
Neossolo "in crop" 0,17

Metodologia:
VANCE, E.D.; BROOKERS.; P.C JENKINSON, D.S. An extraction method for measuring soil microbial biomass C. Soil Biology and Biochemistry,

19:703-707. (1987)

Apéds a coleta, as amostras de solos foram espalhadas em superficie plana e
secaram ao ar ambiente durante trés dias. Apds seco, 0s solos foram peneirados com malha
de 2 mm e quando apresentavam-se “empedrados”, utilizou-se pistilo e cadinho para seu
destorroamento. Apds esse procedimento, as amostras foram armazenadas em geladeira a
temperatura de aproximadamente 4<C, com umidade nat ural, por um periodo ndo maior que
4 meses.

Parte dessas amostras foi armazenada por duas semanas em camara de incubacao

(BOD) a aproximadamente 25T com 4gua suficiente para umedecé-las e reativa-las.

4.3 Capacidade maxima de retencdo de agua (CMRA)

Para determinacdo da Capacidade Maxima de Retencdo de Agua (CMRA), adaptou-
se a metodologia da EMBRAPA (FRIGHETTO; VALARINI, 2000).

Pesaram-se trés replicatas de 10,0 g de cada solo peneirado e seco que foram
colocadas em trés funis analiticos apoiados em provetas e cuja saida foi vedada com uma
pequena quantidade de |a de vidro. Adicionou—se 10,0 mL de agua em cada replicata de
solo e esperou toda a agua escoar. Anotou-se 0 volume de agua obtida na proveta que foi,
em seguida, descartada. Repetiu-se o procedimento de adicdo de agua até que todo o

volume de 10,0 mL fosse percolado.

Somou-se todo o volume de agua retido de cada replicata e fez-se a média aritmética
entre elas. O valor obtido equivale a capacidade maxima de retencdo de agua (100% da
CMRA) para 10,0 g de solo. O valor obtido foi dividido por 10 para que se tivesse o valor por

gramo de solo.
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4.4 Conteudo de agua presente no solo

Pesaram-se trés replicatas de 3,0 g de cada solo naturalmente Umido em um
analisador de umidade (Metler, LJ16). Cada replicata ficou no aparelho durante 20 minutos a
120<C. Os valores encontrados foram utilizados para corrigir o contedo de agua no solo no

momento do ajuste para a porcentagem de CMRA a ser utilizada no estudo.

4.5 Ajuste da quantidade de 4gua no solo a 60% CMRA

O valor da umidade por grama de solo calculado no item 4.3 equivale a 100% da
guantidade de 4gua retida no solo. Calculou-se o valor equivalente a 60% por meio da regra

de trés simples.

Com o novo valor obtido, descontou-se o valor obtido no item 4.4 e o resultado
equivale a quantidade de agua que foi adicionada por grama de solo para que se obtivesse
60% de CMRA.

4.6 Mineraliza¢do do fluopicolide

O estudo de mineralizagdo do fluopicolide foi feito em 130 dias. Amostras de 50 g
(base seca) de solo umido foram colocados em frascos biométricos (Figura 2), sendo trés
replicatas para cada periodo de incubagéo (0, 30, 60 e 130 dias).

Em cada frasco, adicionou-se 500 pL de uma mistura de solucédo de **C-fluopicolide
e padrédo analitico fluopicolide em metanol/H;0 (1:1, v/v), com atividade de 0,1185 MBq mL™*
do produto radioativo e concentracdo total de 20 pg mL?, equivalente a dose final de 120 g
i.a. hal, que é a dose maxima recomendada por aplicacdo na préatica agricola. Esta solugdo
foi aplicada diretamente sobre a superficie das amostras de solos previamente umedecidos.
Apbs homogeneizacdo, as amostras foram entéo ajustadas a umidade de 60% da CMRA.

No tubo lateral do frasco biométrico, adicionou-se 10 mL de solu¢do KOH 0,1M, para

a captura do **CO; proveniente da mineralizacédo do fluopicolide. Esta solugdo foi trocada



19

por solucdo de captura recém-preparada diariamente aos 1, 2, 4 e 8 dias e semanalmente
no intervalo de 15, 22, 28, 36, 43, 50, 60, 64, 71, 78, 85, 92, 99, 106, 113 e 130 dias ap06s o
tratamento e inicio da incubacdo para a determinacdo do *CO, formado. Da solucéo
retirada, transferiu-se trés aliquotas de 2,0 mL de cada replicata para frascos contendo 10
mL de soluc&o liquida cintiladora para amostras aquosas de MESQUITA e RUEGG (1984).
As amostras foram agitadas, mantidas no escuro por no minimo 24 horas, para leitura no
CCL (Contador de Cintilagédo Liquida — Equipamento Packard, 1600 TR, durante 10 minutos
). Essa técnica € baseada no protocolo OECD 304A (1981).

Figura 2 : Frasco biométrico

4.7 Extragdo do *C-fluopicolide nas amostras de solo

Para a determinacdo dos residuos extraiveis do fungicida *C-fluopicolide, as
amostras de solo foram retiradas dos frascos biométricos apds cada intervalo de incubacédo
correspondente a 0, 28, 60 e 130 dias apds aplicacdo do fungicida, e o solo foi extraido com

150 mL de acetonitrila por Soxhlet a 70C durante 8 horas.

O volume recuperado do extrato foi medido e em seguida, transferiu-se 3 aliquotas
de 1,0 mL cada para frascos contendo 10 mL de solucdo liquida cintiladora para amostras
organicas de Mesquita e Riegg (1984). Estes frascos foram agitados, mantidos no escuro

por no minimo 24 horas e levados para leitura em CCL.
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O restante dos extratos foi armazenado em geladeira a 4°C, para analise

cromatograéfica.

4.7.1 Analise cromatografica dos extratos

Para as andlises cromatogréficas dos extratos, as amostras provenientes da
extracdo foram concentradas em rotavapor em volume final de 5 mL e essas amostras
concentradas foram enviadas e analisadas no laboratério Bioensaios — Viamé&o, RS. A

metodologia cromatografica utilizada foi:

Coluna EC Nucleodur C18 (250mm x 4,6mm x 5um).
Fase A : Acetonitrila (0,1% &cido acético glacial, v/v)
Fase B: Agua (0,1% &cido acético glacial, v/v. pH 2,5)
Fluxo: 1 mL/min

Temperatura: Ambiente

Volume de injec&o: 300 uL

Detector UV: 270 nm

Célula deteccao radioativa: GT 200 Berthold (cintilador sélido).

Equipamento:

HPLC, Shimadzu Instruments:

Bomba Sistema binério LC-10 AD

Injetor Auto injetor SIL-10A com valvula
Rheodine

Detectores

UVIVIS SPD 10A

RAM (Radioactivity monitor) Berthold LB 508 equipado com célula
GT200

As fracdes de radioatividades dos cromatogramas foram quantificadas usando o

software de avaliacdo Berthold.
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4.8 Determinacdo dos residuos ligados de  “C-fluopicolide

Apoés a extracdo, os solos foram secos ao ar livre por 7 dias e/ou até a completa

secagem, mantendo-se armazenados em geladeira a 4C até o momento da andlise.

Para a andlise dos “C-residuos ligados ainda presentes no solo apds a extracdo
com solvente, triplicatas de 500 mg dos solos extraidos foram oxidadas a 900C com fluxo
de Nz de 380 cm®min, o mesmo fluxo de O, por 4 minutos, em oxidador biolégico
(Biological Oxidizer, OX600). O diéxido de carbono radiomarcado, proveniente da queima
dos *C-compostos ainda presentes no solo, foi coletado em uma armadilha contendo 3,0
mL de monoetanolamina e 12 mL de solucdo cintiladora misturada com metanol na
proporcdo 6:4 de ANDREA et al., 1997. A radioatividade presente foi quantificada por CCL,

para o fechamento do balanco de radioatividade como #CO, + C-extraivel + **C-ligado.

4.9 Influéncia de aplicacdes repetidas de fluopicol ide na atividade microbiana

Paralelamente ao ensaio de mineralizacdo do fluopicolide, foram conduzidos os
ensaios de avaliacdo da influéncia da aplicacdo do fungicida na atividade microbiana dos
solos, determinado pelo método de radiorespirometria com o uso de !*C-glicose Os
seguintes tratamentos foram utilizados: solos sem nenhuma aplicagdo de fluopicolide, com
uma aplicacdo de fluopicolide e com quatro aplicacbes do composto e em intervalos de 7
dias para cada aplicacéo. A solucdo de aplicacdo foi equivalente a 120 g i.a ha™* por meio de
solugdo em metanol/H20, v/v (1:1). A verificacdo da atividade microbiana foi feita por meio
de medidas de *CO,em 17 horas e 1, 3, 5, 8, 10 e 14 dias apds aplicacdo da 55 pyL de

solucéo de *C-glicose.

O tratamento foi feito em amostras de solos umedecidos a 60% da CMRA dispostas
em béqueres nos quais aliquotas de solucdo de fluopicolide grau técnico em metanol/H,0,
viv (1:1) equivalente a 120 g.ia. ha* foram aplicadas na superficie e entdo homogeneizadas.
Os béqueres foram mantidos a 25C em cémara bioldgi ca (BOD), umedecidos e fechados

com cobertura furada para permitir aeracéo.
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Apos as aplicacdes, pesaram-se triplicatas de 50 g de solo (base seca) que foram
entdo acondicionados em frascos biométricos (Figura 2). A umidade dos solos foi corrigida
para 60% da CMRA e aplicou-se 55 pL da solucdo da mistura de glicose + *C-glicose com
atividade 0,104 MBg mL? e concentracdo 200 mg mL?™. A seguir, as amostras foram

homogeneizadas.

Adicionou-se 10 mL de solu¢do KOH 0,1M, no brago lateral do frasco biométrico,
conforme descrito no item 4.5, e a troca foi realizada em intervalos de horas/dias acima

descritos para verificagdo da glicose consumida pela microbiota e producéo de **CO..

4,10 Ensaios de adsorcao e dessor¢cao

O método “batch equilibrium” foi utilizado para a realizacao do ensaio de adsorgéo do
14C-fluopicolide em amostras de solos, baseado no protocolo OECD 106 (2000). Triplicatas
de 1,0 g de solo (base seca), foram colocados em tubos de centrifuga de polietileno com
capacidade de 15 mL e adicionou 10 mL de solucéo de fluopicolide nas concentracdes de
0,0066; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 ug i.a mL? preparadas em solucdo CaCl, 0,01M, como
eletrolito-suporte, utilizando o padrdo analitico e !*C-fluopicolide 0,053 pci mL: A
concentracdo de 0,02 ug i.a mL* correspondeu a dose méaxima recomendada de campo de
120 g i.a ha! (conforme bula do produto comercial de maior dose registrada), levando-se em

conta uma densidade do solo de 1,0 g cm, profundidade do solo de 5 cm.

Os frascos de polietileno contendo o sistema solo/solucdo foram agitados por 24
horas em agitador horizontal e entdo foram centrifugados a 2000 rpm por 20 minutos. Trés
aliquotas do sobrenadante foram retiradas e colocadas cada uma em um frasco com
solucéo liquida cintiladora para amostras aquosa de MESQUITA e RUEGG (1984). As
amostras foram agitadas, mantidas no escuro por no minimo 24 horas, para leitura no CCL

conforme ja descrito.

De acordo com Luchini (1987), a quantidade de fluopicolide adsorvido aos solos (Cs)
foi calculada em pg g? pela diferenca entre a quantidade de solugédo-padréo inicialmente
adicionada ao solo (Ci em pg mL?) e a quantidade encontrada na solugéo de equilibrio (Ce

em pg mL?Y) (equacéo 1):
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Cs = (Ci—Ce)— Eq (1)

Onde:

Cs = Quantidade de fluopicolide adsorvido (ug g2);

Ci = Concentracéo inicial do fluopicolide (ug mL?);

Ce = Concentracéo do fluopicolide no equilibrio (ug mL™);
v = Volume da solucao de fluopicolide (mL);

m = massa do solo (g)

Os resultados da adsorcdo do fluopicolide foram ajustados a equacéo linearizada de
Freundlich (equacéo 2):

logCs =logKf + 1/n.logCe Eq (2)

Sendo:

Cs = Quantidade de fluopicolide adsorvido por massa de solo (ug g2);
K= Constante de Freundlich;

Ce = Concentracgéo do fluopicolide no equilibrio (ug mL™);

1/n = Grau de linearidade da isoterma de sorgéo

O coeficiente de adsorcdo (Kr) foi entdo normalizado para o teor de CO (carbono

organico) do solo, obtendo-se, assim, o valor de Ky através da seguinte equacao (3):
Kroc = Ki/CO x 100 Eq (3)

Sendo o teor de CO = MO/1,724; MO = matéria organica.

Sequencialmente ao estudo de adsorcdo, foi realizado o ensaio de dessor¢édo do
fluopicolide dos solos, para cada concentracdo utilizada para adsorcdo. A solucdo
sobrenadante dos respectivos tubos contendo solo/solu¢do da adsorcéao foi transferida para
outros tubos e armazenada em geladeira e adicionou-se aliquotas de 10 mL de CaCl, 0,01M
ao solo remanescente. Os tubos foram agitados por 24 horas e entdo os frascos foram
centrifugados por 20 minutos a 2000 rpm e triplicatadas de 1,0 mL cada, foram analisados
por CCL.



24

A quantidade do fluopicolide dessorvida dos solos para a solugdo aquosa de CacCl,,
foi calculada diretamente, pela diferenca entre a concentracdo do fungicida no solo antes
das etapas de dessorcdo e a concentracdo na solucdo analisada ap6s o equilibrio de 24

horas, utilizando-se a equacéao (4).

Ap = Ced.V Eq (4)
Onde:

Ap = Quantidade de fluopicolide dessorvido por grama de solo (ug g2);

Ced = Concentracao do fluopicolide na solugdo em equilibrio no processo de dessor¢do (mg
LY,

V= Volume desolugdo de CaCl, 0,01M, sem fluopicolide adicionada ao solo para a

dessorcéo (mL)

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Mineralizac&o do fluopicolide

A figura 3 apresenta a média geral da somatéria de *CO; das replicatas produzido a
partir do **C-fluopicolide durante o periodo até 130 dias de incubacéo apds a aplicacdo do

fungicida ao solo.
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Figura 3 : Mineralizacéo do “C-fluopicolide

(“in-crop”= area cultivada; “off-crop” = area preservada)

A tabela 6 apresenta as médias das somatérias de *CO. das trés aliquotas em cada
replicata da qual geraram-se a média geral da somatdéria de *CO, produzido a partir do #C-
fluopicolide durante o periodo até 130 dias de incubacdo apds a aplicacdo do fungicida ao

solo demonstrado no gréfico da figura 3.

Tabela 6: Médias das somatdrias de “CO2 produzido em cada replicata a partir do
14C-fluopicolide até 130 dias de incubacéo

Tempo de Latossolo Neossolo
Incubagéo “in crop” “off crop” “in crop” “off crop”
(dias) (%) (%) (%) (%)
1,15 0,80 0,95 4,07
30 1,09 1,17 0,87 3,99
1,25 1,06 0,85 4,05
3,86 2,99 3,60 9,73
60 3,02 3,53 2,95 9,80
4,03 2,99 3,37 10,08
13,31 7,78 9,30 17,92
130 13,09 7,68 9,78 17,93
13,01 7,71 9,27 18,03

(“in-crop”= area cultivada; “off-crop” = area preservada)
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As figuras 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam cromatogramas representativos das analises

cromatograficas das amostras concentradas dos residuos extraiveis.

Analysis : Fluopicolide PD Frio+14C - Channel 1

Sample information

Mame Fluopicalide PD Frio+1 42 Sample type Sample
Wil & 1
Amourt 0,000000 mgy Injected walume 150,00 pl
Dilution 1
Infarmation :

Fluopicalice

Calumn: BEC Mucleodur C18 (250x4 BxmmxSurm)

Phase A Acetonitrils (0,1 9% de Acido Acetico Glacial), BH2O (0,1% Acido Acetico Glacial v pH 2.5
Gradient: 0,1min-95%8, 35min-95%6; 45min-5%8, S0min-5%8; T0min-95%8, 75 01 min-STOP.

Floses: 1,0 mLitnin

Wigve length: 270nRm
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Integration results

[ Peak name Rt. Peak start Peak end Gross counts Het counts % ROI

1 4978 47 35 50,08 327200 327200 051
?  Fluopicolide 5053 50,06 50,98 40215000 40215000 99,19
SUM 405422,00  405422,00 100,00

Figura 4 : Cromatograma representativo do padrao analitico do fluopicolide frio e

radiomarcado



Analysis : Fluopicolide B37 130Dias 2 - Channel 1

Sample information

Mame Fluopicolide B3Y 130Dias Sample type Sample
Wial # 1
Amount 0,000000 mg Injected volume 300,00 pl
Dilution 1
Information :

Fluopicolide

Column; EC Nucleodur 18 (250x4 Bxmmx3Sum)

Phaze A Acetonitrila (0,1 % de Acido Acetico Glacial), B:H20 (0,19 Acido Acetico Glacial whwipH 2 5
Gradient; 0,1min-95%6; 35min-25%08, 45min-5%0; S0min-5%8; Y0min-35%8; 73 01min-STOP.

Flowey: 1,0 mLitnin

Wigve length; 270nm
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Integration results
i Peak name Ri. Peak start Peak end Gross counts Het counts % ROI
1 39,45 3925 38,75 174,00 174 00 0,55
2 Fluopicolide o028 4902 o065 253433,00 2543800 29,05
3 55,80 58,70 58,67 2,00 £2 00 0,24
SUM 26674,00 25674,00 100,00

Figura 5 : Cromatograma representativo da amostra do extrato apés 130 dias de

incubacéo, Latossolo, area “in-crop” — replicata 1
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Analysis : Fluopicolide B40 130Dias 2 - Channel 1

Sample information

Mame Fluopicolide B40 130Dias Sample type Sample
Wial # 1
Amount 0,000000 mg Injected valume 300,00 pl
Dilution 1
Inforrmation

Fluapicolice

Column; EC Mucleodur C18 (250x4 Bxmimxsum)

Phasze A Acetonitrila (0,1 % de Acido Acetico Glacialy, B:H2O (0,1 % Acido Acetico Glacial whipH 2.5
Gradient. 0,1min-95%8; 35min-95%08; 4amin-2%8; S0min-2%8; Y0min-95%8; 75 01min-STOP.

Flowe: 1,0 mLsmin

VWave lendgth; 270nm
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Integration results
H# Peak name Rt. Peak start Peak end Gross counts Het counts " ROI
1 32,30 32,12 32 48 176,00 17600 086
2 36,58 3637 36,50 220,00 220,00 1,08
3 Fluopicolide a018 4377 50,50 19955 00 1993500 9306
SUM 20384,00 20384,00 100,00

Figura 6 : Cromatograma representativo da amostra do extrato apos 130 dias de
incubacdao, Latossolo, area “off-crop” — replicata 1
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Analysis : Fluopicolide B43 130Dias 2 - Channel 1

Sample information

Maime

Fluopicalide B43 1300ias Sample type Sample
Wial # 1
Amount 0,000000 mg Injected volume 300,00 pl
Dilution 1
Informetion :
Fluopicalide
Column: EC Mucleodur C18 (25004 Bxmm:xSum)
Phase & Acetonitrila (0,1 % de Acido Acetica Glacial); BiH2O (0,1% Acido Acetico Glacial v pH 2.5
Gradient: 0,1min-95%8; 35min-95%8; 45min-2%06; S0min-5%8; 70min-95%8;73 01min-STOP.
Flowy: 1,0 mLSmin
Wave length; 270nm
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Integration results
i Peak name Rt. Peak start Peak end Gross counts Het counts % ROI
1 3,35 280 360 225,00 228,00 0,89
2 Fluopicolide 50,20 43 62 0,57 25424 00 2542400 9911
SUM 25652,00 25652,00 100,00

Figura 7 : Cromatograma representativo da amostra do extrato apés 130 dias de

incubacéo, Neossolo, area “in-crop” — replicata 1



Analysis : Fluopicelide B46 130Dias 2 - Channel 1

Sample information

Mame Fluopicalide B46 130Dias Sample type Sample
Wial ¥ 1
Armournt 0,000000 mg Injected valume 300,00 pi
Dilution 1
Infarmation ;

Fluopicolide

Calumn: BC Mucleadur C15 (250x4 SxmmxSurm)

Phase A Acetonitrila (0,1 % de Acido Acetico Glacial), B:H2O (0,19 Acido Acetico Glacial vy pH 2.5
Gradient: 0,1min-95%8; 35min-95%6; 45min-5%8; S0min-5%8, 70min-95%8; 75,01 min-STOP.

Flawe: 1.0 mLimin

Wigve length: 270nm
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Integration results
# Peak name Ri. Peak start Peak end Gross counts Het counts % ROI
1 31 58 31 43 393 118,00 11600  0F9
2 42,03 41 55 42 50 56,00 S600 0,33
3  Fluopicalide 5013 4935 50,53 16616,00 1631600 9895
SUM 16990,00 16990,00 400,00

Figura 8 : Cromatograma representativo da amostra do extrato apos 130 dias de

incubacéo, Neossolo, area “off-crop” — replicata 1
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As tabelas 7 e 8 apresentam a média geral dos resultados da mineralizacéo, C-

residuos extraidos e *C-residuos ligados nas amostras.

Tabela 7: Recuperacéo de “C-fluopicolide no Latossolo em areas “in-crop” e

“off-crop”
Tempo ge 14(,:' , 14C-Ligados 4Co; 1C - Total
Incupagao Amostras  Extraiveis (%) (%) (%)
(dias) (%)
0 "in crop” 102 2 - 104 + 4.9
"off crop" 99 9 - 108 +5,4
30 "in crop” 98 3 1,2 102+1,6
"off crop” 100 6 1,0 107 £ 8,4
60 "in crop” 91 6 3,6 101+£1,1
"off crop" 95 8 3,1 106 £1,6
130 "in crop” 81 6 13,1 100 £ 8,6
"off crop” 84 11 7,7 103 +10,4
(“in-crop”= area cultivada; “off-crop” = area preservada)
Tabela 8: Recuperacéo de “C-fluopicolide no Neossolo em areas “in-crop” e
“off-crop”
I'I'empO ge 14(,:' , 14C-Ligados “Co; 1C - Total
ncupagao Amostras  Extraiveis (%) (%) (%)
(dias) (%)
0 "in crop” 103 1 - 104 £1,2
"off crop" 105 1 - 106 £0,9
30 "in crop” 91 2 0,9 94+7,4
"off crop” 111 2 4,0 117 +11,9
60 "in crop” 87 3 3,3 93 +14
"off crop" 82 4 9,9 96 +£6,9
130 "in crop” 88 4 9,5 101 +4,6
"off crop” 77 5 18,0 100 £4,3

(“in-crop”= area cultivada; “off-crop” = area preservada)
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Comparou-se as médias das replicatas dos resultados das mineralizacdes do
fluopicolide apresentados na tabela 6 utilizando a andlise de varidncia ANOVA pelo
programa Microsoft Excel.

Para o solo Latossolo, nas areas “in crop” e “off-crop”, observou-se que n&o ocorreu
diferenca significativa entre os resultados da mineralizagdo até os 130 dias de experimento
(p > 0,05, p = 0,348). Em relacdo ao Neossolo, observou-se uma diferenca significativa
entre os resultados entre as areas “in-crop” e “off-crop” durante todo o periodo de incubacgéo
e isso foi confirmado pela andlise de varidancia ANOVA onde p < 0,05 (p = 0,022) (Tabela 6).

Conforme Oliveira & Brighenti (2011), o pH pode ter influenciado no comportamento
desses solos e a atividade microbioldégica é regulada pelas condicdes de solo,
particularmente conteddo de agua, temperatura e pH. A mudanca de pH da area “in-crop”
devido a fertilizacdo em Neossolo pode ter alterado a influéncia da atividade microbiana e
por isso a taxa de mineralizacao foi menor na area “in-crop” quando comparada a area “off-
crop, pois tanto as caracteristicas fisico-quimicas dos solos, como as caracteristicas da
prépria molécula dos agrotéxicos influenciam no comportamento da substancia e na sua
dissipac&o no solo (LUCHINI & ANDREA, 2002).

Os dois solos, independentemente das areas, produziram mineralizagdo do
composto inferior a 20% no periodo de 130 dias. Somente pela taxa de mineraliza¢do, ndo
h& indicacdes de persisténcia do fluopicolide no solo, pois a taxa de degradacdo do
fluopicolide pode ser mais rapida do que a taxa de mineralizacdo, como por exemplo pela
formacdo de metabdlitos. Através dos cromatogramas, pode-se verificar que ndo ha
formacdo de metabdlitos relevantes até 130 dias para 0 composto na posi¢do radiomarcada
estudada, porém se faz necessario estudos adicionais com outra posi¢éo radiomarcada.

Quando se comparam os resultados obtidos por mineralizagdo com outros resultados
disponiveis no relatério emitido pelo EFSA — European Food Safety Authority (2009) para o
mesmo composto, pode-se verificar que nos solos tropicais utilizados neste trabalho, a
mineralizacdo foi maior e a formacéo de residuos ligados foi menor, indicando uma maior
degradacéo nos solos tropicais.

Neste mesmo relatério (EFSA, 2009), ha relatos de trabalhos realizados para
investigar o comportamento de dissipacao do fluopicolide em condi¢cbes de campo, aonde a
meia vida (ti2) ficou estimada entre 50 a 172 dias, sendo menor que a meia vida em
condicbes laboratoriais, indicando assim que no ambiente, o fluopicolide provavelmente tera

uma dissipacdo mais rapida do que quando avaliada em estudos de laboratério.
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As figuras 9 e 10 apresentam as médias das porcentagens de formacdo do **CO;

resultante da mineralizacdo da “C-glicose aplicada ao solo ap6s repetidas aplicacdes de

fluopicolide e incubacéo por 14 dias.

Somatédria de 1*CO, produzida a partir de
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Figura 9 : Influéncia do fluopicolide na atividade microbiana do Latossolo
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Figura 10 : Influéncia do fluopicolide na atividade microbiana do Neossolo



34

As Tabelas 9 e 10 apresentam as médias das somatérias de *CO, das trés
aliquotas em cada replicata no qual posteriormente foram utilizadas para obtencdo da média
geral da somatéria de **CO; produzido a partir do **C-glicose durante o periodo até 14 dias
de incubacéo, apos repetidas aplicagbes de fluopicolide demonstradas nos graficos das

figuras 9 e 10 respectivamente.

Tabela 9: Médias das somatérias de 4CO2 produzido em cada replicata a partir do

14C-glicose apos repetidas aplicages de fluopicolide no Latossolo

Tempo de

~ “off crop” “off crop” “off crop” “in crop” “in crop”
Incubacao S S L S

(dias) Controle 1 aplicacdo 4 aplicagcdes 1 aplicacdo 4 aplicacdes

21,67 26,68 26,65 17,67 46,18

17 horas 25,29 20,11 14,12 17,65 20,02

28,20 21,17 21,53 13,60 20,40

26,36 32,39 31,80 24,77 51,62

1 dia 30,08 25,22 19,66 26,40 23,85

33,35 25,88 29,53 22,55 24,81

41,65 47,53 43,31 44,75 65,58

3 dias 43,04 38,00 38,70 44,69 38,26

46,37 36,34 47,19 45,63 37,90

49,42 52,85 49,63 52,57 73,62

5 dias 49,24 45,68 47,83 51,85 46,71

52,37 42,77 54,67 54,09 46,40

57,63 60,17 54,65 57,79 81,34

7 dias 55,34 51,98 53,60 58,01 54,19

60,35 48,62 60,19 59,94 53,78

59,80 61,65 56,58 59,52 83,78

10 dias 56,88 54,08 56,88 59,69 56,36

61,94 50,39 62,52 61,81 56,07

62,48 64,38 59,35 62,96 87,79

14 dias 59,38 56,85 60,11 66,42 59,95

64,18 53,22 65,58 66,10 59,98

(“in-crop”= area cultivada; “off-crop” = area preservada)
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Tabela 10: Médias das somatoérias de *CO:2 produzido em cada replicata a partir do
14C-glicose apods repetidas aplicacdes de fluopicolide no Neossolo

Tempo de

Incubaco “off crop” “off .crop~" “off'croe" “in PrOPZ “in 'crop~"

(dias) Controle 1 aplicacdo 4 aplicagcbes 1 aplicacdo 4 aplicacdes

36,13 16,75 39,41 32,87 35,98

17 horas 26,04 30,33 33,52 30,81 34,07

40,30 27,21 40,28 22,43 36,19

41,99 24,08 41,90 36,51 39,07

1 dia 33,93 37,43 36,23 35,37 37,69

48,15 36,82 47,05 28,99 40,80

52,11 50,21 46,99 46,42 48,39

3 dias 56,76 51,87 41,44 46,18 47,76

61,44 66,24 56,85 44,67 53,72

55,37 54,01 50,34 51,82 53,99

5 dias 60,94 55,22 44,90 52,04 53,52

65,23 70,53 60,20 52,60 60,10

59,25 56,56 56,27 56,26 62,16

7 dias 64,85 58,98 49,30 56,65 59,39

68,55 73,54 63,45 58,91 66,38

60,52 57,70 57,88 58,02 64,09

10 dias 66,09 61,10 50,89 58,26 61,17

69,74 75,01 64,78 60,80 68,20

63,72 61,07 61,73 62,59 78,36

14 dias 72,37 65,74 54,61 64,11 65,06

71,21 80,21 67,69 87,96 71,89

(“in-crop”= area cultivada; “off-crop” = area preservada)

As calcular as médias utilizadas para os gréficos das Tabelas 9 e 10, demonstrou
que os desvios das andlises foram menores que 0,1%.

Utilizou-se novamente a andlise de variancia ANOVA pelo programa Microsoft Excel
para os resultados das Tabelas 9 e 10, foi possivel concluir que o fluopicolide nédo influencia
na respiracdo dos micro-organismos dos dois tipos de solos tanto nas areas preservadas
guanto nas areas cultivadas, independente da quantidade de aplicacBes recebidas, pois ndo
houve diferenca significativa entre esses resultados em relacdo as suas respectivas
amostras controle de Latossolo e Neossolo (p > 0,05, p = 0,57 e p=0,61 respectivamente).
Este comportamento na atividade microbiana do solo foi similar ao estudado por STEFANI
JR. (2010), com fungicida natural Polymnia sonchifolia e sintético clorotalonil no solo AVEC

— Argissolo Vermelho Eutroférrico.
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5.3 Adsorcao e dessorcao do Fluopicolide

A Tabela 11 apresenta os resultados de adsor¢cédo e dessorcdo do fluopicolide nos

solos Latossolo e Neossolo.

Tabela 11: Parametros avaliados nos ensaios de adsorgéo e dessor¢cao do
fluopicolide nos Latossolo e Neossolo

Coeficientes de Freundlich

Solo K A
K 1/n Rz foc D
[(ug.g")(mL.ug i
1)1/n] mL.g !
Latossolo 12,29 09828  0,9944 27320 0,040
off crop
Latossolo 10,03 0,9588 0996 22391 0,036
in crop
Neossolo 4,48 09093 0,995 35458 0,042
off crop
Neossolo 316 08952 0,986 237,27 0,038
in crop

Os resultados obtidos para o coeficiente de Freundlich para a adsorcdo (K
normalizado em relacdo ao carbono organico, para ambas as areas dos solos Neossolo e
Latossolo, os valores do K Se situaram entre 223,9 a 354,6 mL g*. O coeficiente de
determinacdo (R? mostrou que a isoterma da adsorcdo é adequada para o modelo de

Freundlich.

De acordo com a classificacdo do EFSA (2009), o fluopicolide possui média
mobilidade, indicado pelo coeficiente de adsor¢do normalizado Kipe. Os solos brasileiros
aqui estudados apresentaram resultados similares, isto é, o Kic dos solos Latossolo e
Neossolo aqui obtidos estavam no intervalo de 172 — 580 mL g*do EFSA (2009). Com
base no resultado da constante de adsor¢édo obtidos, de acordo com o IBAMA (1996), a
classificagdo do fluopicolide seria a de uma molécula com média adsor¢cdo para o solo

Latossolo (ambas as areas) e baixa adsorcao para o solo Neossolo (ambas as areas).
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6.0 CONCLUSOES

A dissipacao do fluopicolide nos solos estudados foi menor que 20% até 130 dias,
indicando que o fungicida ndo é rapidamente mineralizado pelos micro-organismos nos
solos estudados. Referente a mineralizacdo do fluopicolide no solo Latossolo em areas “in
crop” e “off crop” pode-se dizer que ndo houve diferencas significativas entre si enquanto
que para o Neossolo, uma diferenca significativa foi observada na mineralizacdo do

fungicida entre suas areas, tendo provavelmente o pH influenciado na atividade microbiana.

Para atividades microbianas do solo, podemos concluir que o fluopicolide n&o teve
influéncia, pois seu comportamento de mineralizacédo da *C-glicose apés uma ou repetidas

aplicacdes do fluopicolide foi similar a amostra controle.

Em relacdo aos valores de adsorcédo obtidos, pode-se concluir que de acordo com o
IBAMA (1996), o fungicida fluopicolide seria uma molécula com média adsor¢éo para o solo

Latossolo e baixa adsorcéo para o solo Neossolo.

Através dos resultados de mineralizacdo do #C-fluopicolide, residuos extraiveis,
residuos ligados, aplicacdes repetidas e a adsor¢cdo do composto obtidos, podemos verificar
gue ndo houve diferenca de comportamento do fluopicolide em relacdo a area “in-crop” e
area “off-crop” nos solos. Portanto, podemos concluir que o composto ndo exerce efeito
adverso em &reas nas quais ha constante manejo agricola, pois o0 composto se comporta de

maneira similar quando comparado a area preservada.
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