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Resumo

NOGUERA, Matheus Machado. Dinamica ambiental do herbicida 2,4-D e o
potencial de contaminacdo em plantas de fumo. 2017. 82p. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em Fitossanidade. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

O herbicida 2,4-D foi descoberto na década de 40, e desde entdo € uma das mais
importantes e utilizadas ferramentas para manejo de plantas daninhas. Sua
importancia vem aumentando devido ao surgimento de espécies resistentes ao
glifosato, e recentemente, uma nova tecnologia foi desenvolvida, baseada no
lancamento de cultivares tolerantes aos 2,4-D, assim como uma nova formulacéo do
herbicida. Estes fatos geram incertezas quanto ao impacto ao meio ambiente e a
cultivos suscetiveis, uma vez que a utilizacdo deste ingrediente ativo provavelmente
aumentara. Uma das culturas de grande importancia a nivel nacional que pode ser
afetada pelo 2,4-D é o fumo, tanto por injarias decorrentes de fitotoxicidade, quanto
por contaminacdao do produto. Ambas as possibilidades sdo prejudiciais, porém a
contaminacgdo tem o agravante de ndo poder ser determinada visualmente devido a
auséncia de sintomas. Desta forma, o estudo do comportamento da molécula no
ambiente assim como meétodos eficazes de monitoramento sdo necessarias para
evitar este problema. Os objetivos deste estudo foram: avaliar a contaminacao do
fumo em decorréncia da aplicacdo do herbicida em diferentes situacfes (Capitulo 1);
determinar a distancia minima requerida entre locais de aplicacéo e lavouras de fumo
para evitar a contaminacdo (Capitulo I1l); avaliar plantas olericolas quanto a
capacidade de expressdo de sintomas, com o intuito de utilizd-las como plantas
sentinelas (Capitulo I1l); desenvolver coletor passivo para monitoramento da presenca
do herbicida no ar (Capitulo IV). De acordo com os resultados, conclui-se que a
aplicacao do 2,4-D nas entre-linhas da cultura, dentre as épocas estudadas, foi a Unica
gue causou contaminagao acima dos niveis tolerados. A deriva e volatilizacédo do 2,4-
D estdo relacionadas com as condi¢cdes ambientais, sendo que pode ser necessario
respeitar a distancia de até 75 metros entre a faixa de aplicacédo e lavouras de fumo.
O tomateiro, dentre as espécies estudadas, € 0 que apresenta maior potencial de
aplicagdo como planta sentinela, pela combinacéo entre alta sensibilidade e facilidade
de visualizac&o dos sintomas. Um protétipo de coletor passivo foi proposto, baseado
na utilizacdo do sorbente Strata X-A.

Palavras-chave: acido 2,4-diclorofenoxiacético; deriva; meia-vida; Nicotiana tabacum
L.; volatilizacao



Abstract

NOGUERA, Matheus Machado. 2,4-D environmental fate studies as a tool for
evaluating the potential for tobacco contamination. 2017. 82p. Dissertation
(Master’s Degree) — Plant Protection Graduate Program. Federal University of
Pelotas, Pelotas.

The 2,4-D herbicide was discovered during the 40’s, and since then, it is one of the
most important and used tools for weed management. Its importance is increasing due
to glyphosate resistant weeds, and recently a new technology was developed, based
on tolerant crops and a new 2,4-D formulation herbicide. These facts causes some
uncertainties about the negative impacts over the environment and susceptible crops.
Tobacco is a Brazilian’s important crop that may be affected by 2,4-D, due to injury
and product contamination. Both possibilities are prejudicial, but product contamination
has the aggravating that cannot be visually determined. Thus, studies about the
environmental fate of this molecule, as well as effective monitoring tools are necessary
to prevent problems. The main objectives of this work were: evaluate tobacco
contamination as affected by 2,4-D application period (Chapter 1); determine buffer
safe zones for 2,4-D spraying to avoid contamination (Chapter II); assay vegetable
crops sensitivity to 2,4-D sub-lethal doses for use as a sentinel plant (Chapter Ill);
develop a passive sampler for 2,4-D monitoring under field conditions. According to
the results, 2,4-D inter-row spraying was the only treatment causing contamination
higher than the tolerance level. 2,4-D drift and volatilization are related to
environmental conditions, and a 75 meter buffer zone may be required to avoid
contamination over the tolerance level. Tomato plants were the most suitable for use
as sentinel plant, as they showed easily observed symptoms under very low doses. A
prototype for the passive collector based on Strata X-A as a solid sorbent is proposed.

Key-words: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; half-life; Nicotiana tabacum L.; spray
drift; volatilization
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1 Introducao

O fumo é uma planta do género Nicotiana, pertencente a familia Solanaceae,
que é cultivada em mais de 130 paises no mundo. Embora este género abrigue mais
de 60 espécies, N. tabacum é a mais cultivada e de maior importancia econémica.
Virginia, Burley, Comum, Maryland, Oriental, Amarelinho, Tibagi, Dark e Fumo
Aromatico sdo alguns dos grupos varietais em que as plantas de fumo podem ser
classificadas. S&o marcantes as diferengas entre estes grupos, principalmente quanto
ao manejo da cultura, necessidades edafocliméaticas e caracteristicas sensoriais.
Virginia e Burley sdo o0s grupos varietais mais importantes e predominam nas
plantag6es de fumo.

O cultivo do fumo representa uma das principais atividades agricolas do Brasil.
Em 2016, mais de 380 mil hectares foram ao destinados a fumicultura, produzindo
mais de 375 milhdes de toneladas (IBGE, 2017), nimeros que colocam o Brasil como
0 segundo maior produtor de fumo em folha do mundo, atras apenas da China. A
producdo brasileira corresponde a aproximadamente 11% do total produzido
mundialmente e esta concentrada na regido sul, principalmente no Rio Grande do Sul
onde é produzido 45% do fumo brasileiro (IBGE, 2017). Além disso, o fumo nacional
é de elevada qualidade e possui precos competitivos, caracteristicas que fazem do
Brasil o maior exportador mundial (BARRETO; NOVAIS, 2016).

No Brasil, todo o fumo produzido faz parte de um sistema integrado de
producdo, onde ha uma intima relacdo entre os produtores e as empresas. Este
sistema € regido por contratos anuais entre fumicultores e as industrias, onde aos
produtores cabe produzir os volumes de fumo contratados e seguir as orientacdes
técnicas de manejo recomendadas pelo técnico da empresa, e as industrias cabe
fornecer insumos certificados, assisténcia técnica gratuita e comprar integralmente a

safra contratada por precos negociados com a representacdo dos produtores (DA
13



SILVEIRA, 2015). Uma caracteristica das unidades produtoras de fumo € o tamanho
das propriedades, em média menores que 15 hectares, e uso de mao de obra familiar.
Geralmente a area destinada ao fumo € pequena, mas representa, muitas vezes, a
principal fonte de renda da mesma (AREND, 2014).

O produto final — folhas de fumo submetidas ao processo de secagem (cura)
natural ou artificial — é classificado de acordo com a Instru¢do Normativa MAPA
namero 10, DOU 16.04.2007, republicado em 17.04.2007. Nesta instrucdo normativa
estéo descritas as possiveis classificacfes do produto, como grupo (estufa ou galpéo),
sub-grupo (folhas manocadas ou soltas), classe (baixeiras, semimeeiras, meeiras ou
ponteiras), tipo (primeira, segunda ou terceira), etc. O preco pago pela industria por
ocasido da compra da producdo é consequéncia da classificacdo que o produto
recebe.

Por tratar-se de uma cultura ndo alimenticia, ndo foram determinados Limites
Maximos de Residuos e tampouco periodo de caréncia para 0s agrotdoxicos
registrados para uso em fumo. A presenca de agrotoxicos no fumo pode resultar na
contaminacao dos consumidores e pessoas expostas a fumaca do cigarro (RAHMAN
et al., 2012) além de interferir nas caracteristicas organolépticas do cigarro, que € o
principal produto do fumo. Essas possibilidades despertaram a atencéo das empresas
fumageiras, o que levou o Cooperation Centre for Scientific Research Relative to
Tobacco (CORESTA) a estabelecer limites de referéncia para 106 compostos em
folhas curadas de fumo (CORESTA, 2016), muitos dos quais ndo sao utilizados na
cultura. A presenca de contaminantes no fumo € determinada por inUmeros fatores,
dentre os quais podemos destacar a dindmica ambiental dos compostos em questéo.

O resultado da interacdo entre processos de transporte, transferéncia e
transformacao a que uma molécula estara sujeita ap6s ser lancada ao meio € o que
se chama de dindmica ambiental (GAVRILESCU, 2005). O transporte ocorre quando
nao ha mudanca na identidade do composto, somente sua movimentacdo ao longo
de um compartimento ambiental. A mudanca entre compartimentos ambientais é
chamada de transferéncia (por exemplo, 4gua > ar, ou solo > agua). Por outro lado,
nos processos de transformacao a molécula sofre alguma alteracdo em sua estrutura,
causada por agentes bioticos (degradacdo bacteriana, fungica, etc.) ou fatores
abidticos (fotdlise, hidrélise, reagbes redox, etc.). Por ser influenciada por inimeros

fatores, é dificil precisar como uma molécula ira se comportar no ambiente e quais
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impactos podera causar. Desta forma, cada situacdo em especifico requer que
estudos sejam realizados, para que tenha-se visdo mais clara do assunto.

Neste sentido, a tecnologia Enlist representa uma grande mudanca nos
padrées de utilizacdo de herbicidas, pois permitira o uso de 2,4-D em culturas e
momentos do ano que antigamente ndo eram possiveis. Esta tecnologia engloba a
insercéo de genes que promovem tolerancia ao 2,4-D em cultivares de soja, algodéo
e milho (WRIGHT et al., 2010), assim como a formulacdo sal colina do 2,4-D,
substituindo o sal dimetilamina antigamente utilizado. Pelo menos em nivel académico
ja é possivel notar o impacto deste langamento: o 2,4-D voltando a ser extensivamente
estudado em dissertacfes e teses (INACIO, 2016; NELSON, 2017). Ja na préatica,
ainda ha poucos relatos das consequéncias desta tecnologia.

Considerando a importancia da cultura do fumo para o Brasil, é necessario
avaliar os possiveis efeito do aumento do uso do herbicida 2,4-D sobre esta cultura,
assim como desenvolver métodos eficientes de monitoramento. Em vista do exposto,
0s objetivos deste trabalho foram: avaliar a contaminacdo do fumo em decorréncia da
aplicacdo do herbicida em diferentes situacdes (Capitulo I); determinar a distancia
minima requerida entre locais de aplicacdo e lavouras de fumo para evitar a
contaminacdo (Capitulo Il); avaliar plantas olericolas quanto a capacidade de
expressao de sintomas, com o intuito de utilizd-las como plantas sentinelas (Capitulo
[Il); desenvolver coletor passivo para monitoramento da presenca do herbicida no ar
(Capitulo 1V).

15



2 Capitulo | — Dissipacdo do herbicida 2,4-D em funcédo da época de

aplicacao e seu efeito sobre a contaminacéo de folhas de fumo

2.1 Introducéo

A descoberta do &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) representa um marco
histérico na ciéncia das plantas daninhas, pois foi o primeiro herbicida organico,
sistémico e seletivo comercialmente explorado (TROYER, 2001). Suas caracteristicas
toxicologicas, ambientais e agrondmicas o fazem um dos herbicidas mais utilizados
atualmente, apesar de ja terem se passado mais de 70 anos de sua descoberta.

Sobre o comportamento ambiental deste herbicida, podemos dizer que por ser
um herbicida aniénico e apresentar boa solubilidade em agua, o mesmo pode ser
classificado como potencialmente moével no solo, onde ha um certo risco de
contaminacdo das aguas por lixiviagdo ou escorrimento superficial (WAUCHOPE et
al., 1992). Estas caracteristicas também afetam sua biodisponibilidade, expondo a
molécula aos processos de degradacdo e absorcdo, e portanto, reduzindo sua
persisténcia e mobilidade (SENSEMAN, 2007). Além disso, ao ser formulado como
sal, os herbicidas a base de 2,4-D tiveram sua volatilidade drasticamente reduzida,
atenuando os problemas causados pelas antigas formulacfes éster (SOSNOSKIE et
al., 2015).

Porém, o exato comportamento do herbicida ndo é possivel de ser predito e
tampouco generalizado, pois fatores como as propriedades fisico-quimicas da
molécula, as caracteristicas do solo, os sistemas de manejo e as condicdes
edafocliméaticas podem influencia-lo (VOOS; GROFFMAN, 1997; CHAPLAIN et al.,
2011). Consequentemente, mesmo herbicidas como o 2,4-D podem causar danos ao

meio ambiente e as culturas. Por exemplo, Shahsavari et al. (2012) encontrou
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concentracdes de 2,4-D de até 15ppm em amostras de 4gua subterranea, e Gilreath
et al. (2006) constatou que o 2,4-D aplicado com 74 dias de antecedéncia ao
transplante de mudas de tomateiro foi capaz de causar uma reducdo de 9% na
produtividade. Em soja, a aplicacéo de 2,4-D uma semana antes da semeadura nao
reduziu a produtividade da cultura, mas causou danos visiveis de fitotoxicidade
(THOMPSON et al., 2007). A presenca de residuos no solo também pode resultar na
contaminacdo de alimentos de acordo com Donnarumma et al. (2009) e Luo et al.
(2011), que verificaram contaminacdo pelo inseticida dieldrin e por metais pesados,
respectivamente, porém este fendmeno todavia nao foi relatado para o 2,4-D.

Uma cultura de grande importancia que pode ser afetada pela presenca de
residuos de 2,4-D no solo € o fumo. Embora este herbicida ndo seja registrado para
aplicacdes na cultura do fumo, o 2,4-D pode vir a ser aplicado em outras culturas
plantadas em rotagdo na mesma area. Além disso, a baixa diversidade de herbicidas
registrados para uso no fumo pode fazer com que agricultores o utilizem mesmo sem
registro. Neste caso, a aplicacdo € feita em jato dirigido entre os camalhdes
(principalmente apés a colheita das folhas baixeiras, quando a maior incidéncia de
radiacdo solar estimula a germinacdo e crescimento de plantas daninhas) ou em
dessecacao (nas lavouras onde se utiliza o sistema de plantio direto). O impacto
destas aplicacdes na contaminacdo do fumo colhido é desconhecido. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a dissipacdo do herbicida 2,4-D aplicado em
diferentes épocas em uma lavoura de fumo, e o seu impacto na contaminacdo do

produto colhido.

2.2 Materiais e métodos

Para a realizacao deste estudo, foi realizado experimento a campo em uma
propriedade produtora de fumo, no interior do municipio de Arroio do Padre — RS
(31°29'29.4"S 52°22'00.3"W), durante os meses de agosto de 2016 a marco de 2017.
O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso, com cinco repeticbes e quatro
tratamentos. Cada tratamento foi representado por uma época de aplicacdo do
herbicida 2,4-D: aplicacdo na entressafra, simulando aplicagdo na cultura
antecessora; aplicacdo na dessecacdao pré-transplante das mudas de fumo; aplicacéo

em jato dirigido, apos a colheita das folhas baixeiras; e testemunha sem aplicacéo. As
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datas e condi¢bes ambientais no momento da aplicagao estao apresentadas na tabela
1.

Tabela 1 - Descricdo dos tratamentos com as respectivas datas e condicdes meteoroldégicas no
momento da aplicacao

Dados da aplicacao

Tratamento Data UR (%) Vento (km.h-l) Temperatura (°C)

Entressafra 10/ago 85 0,9 9,8
Dessecacao pré-transplante 15/set 79 1,3 13,4

Jato dirigido O7/fev 72 1,5 22,5

Testemunha sem aplicacao - - - -

As datas foram definidas de acordo com o objetivo do ensaio e de modo que
se encaixassem na rotina de trabalho do produtor. Dessa forma, como a area onde o
ensaio foi instalado encontrava-se em pousio, a aplicagéo na entressafra foi realizada
no inicio do desenvolvimento da cultura de cobertura.

Uma amostra de solo foi retirada do local do experimento para analise quimica
e fisica, que de acordo com laudo emitido pelo Laboratorio de Anélise de Solos da
UFPel apresentava as seguintes caracteristicas: areia = 56,4%; silte = 26,6%; argila
= 17%; textura = 2; pH agua (1:1) = 5,5; CTC pH7 = 9,4cmolc.dm; matéria organica
= 1,79%; Ca = 4,6cmolc.dm3; Mg = 1,4cmolc.dm3; Al trocavel = 0,2cmolc.dm=3; P-
Mehlich = 39,5mg.dm3; K trocavel = 86mg.dm3;

Cada bloco foi representado por um camalhdo e a entre-linha situada a direita
do mesmo, e entre os blocos foi deixado um camalhdo como bordadura com o intuito
de reduzir o risco de contaminacgao por deriva das aplicacées. As parcelas mediram
5m de comprimento por 1,5m de largura. A figura 1 ilustra a disposi¢ao das parcelas
no campo.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada com o auxilio de um equipamento
costal pressurizado a CO2 e equipado com pontas do tipo leque (Teejet XR 110.015)
espacadas entre si a 50cm, calibrado para depositar 150L.hat. A dose utilizada do
herbicida foi de 1005 g e.a.ha! (correspondente a 1,5 L.ha' de DMA 806 BR), e a

todas as caldas foi adicionado 6leo mineral na dose de 0,5% v.v1i.
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Figura 1 - Disposi¢éo das parcelas no campo; cada bloco foi representado por um camalh&o e pelo
espaco entre-camalhdes a sua direita. Arroio do Padre, 2017.

As condicbes ambientais foram monitoradas através do Laboratorio de
Agrometeorologia (LA), situado na Estacdo Terras Baixas da Embrapa Clima
Temperado, no municipio de Capéo do Ledo. Embora o ideal seria ter uma estacao
instalada in situ, os dados do LA podem servir como indicativos de periodos de
seca/chuva e épocas de altas e baixas temperaturas do ar. O LA esta situado a
aproximadamente 34,3 km em linha reta do local do ensaio, na latitude 31° 52' 00" S
e longitude 52° 21' 24" W.

As variaveis analisadas foram concentragéo de 2,4-D no solo e em folhas secas
de fumo. Para quantificacdo do herbicida no solo, amostrou-se 0 mesmo aos 0, 1, 3,
7,14, 21, 28, 35, 60 e 120 dias apds aplicagdo (DAA) de cada tratamento. O dia “zero”
correspondeu a coleta realizada previamente a aplicacdo. As amostras foram
coletadas dos camalhdes na profundidade de 0-15 cm com auxilio de uma pa,
acondicionadas individualmente em sacos plasticos e armazenadas em freezer até
seu processamento.

Para ser quantificado, o herbicida precisa ser extraido da amostra de solo. A
etapa de extracdo foi realizada no Laboratério de Dindmica Ambiental de Herbicidas,
pertencente ao Centro de Herbologia, da Universidade Federal de Pelotas. Para isso,
as amostras foram descongeladas, homogeneizadas e uma aliquota foi seca em
estufa com circulagéo forcada de ar, a 35°C. O restante de cada amostra permaneceu
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armazenado em freezer, como backup. As amostras secas foram destorroadas e
novamente armazenadas em sacos plasticos, mantidas a temperatura ambiente. O
processo de extracdo foi adaptado de Anastassiades et al. (2003) e consistiu das
seguintes etapas: (a) pesagem da aliquota de solo (2,0g) em um tubo Falcon de 50mL
de capacidade; (b) adicdo de 10mL de &gua destilada + 10mL de acetonitrila grau
HPLC (marca Synth); (c) agitacdo em mesa oscilatéria durante cinco minutos, a
240rpm; (d) centrifugacdo a 13000rpm durante dez minutos; (e) transferéncia do
sobrenadante para um novo tubo Falcon; (f) adicdo de 2,5g NaCl e 4,0g MgSOa4, para
separacao das fases (figura 2); (g) agitacdo manual do extrato; e, (h) transferéncia de
uma aliquota da fase orgéanica (parte superior) para vial HPLC de vidro previamente

identificado. Os vials foram mantidos em geladeira até envio para analise.

Figura 2 - Separacdo de fases apds a adigdo dos sais NaCl e MgSO4, onde a por¢éo superior
corresponde a acetonitrila e a inferior & a4gua destilada. Capao do Leéo, 2017.

A amostragem das folhas de fumo foi realizada em duas épocas (22 de
dezembro de 2016 e 22 de fevereiro de 2017), de forma que coincidissem com as
colheitas realizadas pelo produtor. Na primeira ocasido, somente folhas da porcéo
inferior foram coletadas. Na segunda amostragem, coletou-se e armazenou-se
separadamente folhas em duas porc¢des das plantas: mediana e superior (tabela 2).
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Tabela 2- Relacdo das datas de coletas dos diferentes tratamentos com as respectivas porcdes
coletadas

22/dez 22/fev
Tratamento Coletado Porcédo Coletado Porcao
Entressafra X Inferior X Mediana/Superior
Dessecacdao pré-transplante X Inferior X Mediana/Superior
Jato dirigido - - X Mediana/Superior
Testemunha sem aplicacéo X Inferior X Mediana/Superior

Cada amostra foi composta por trés a quatro folhas oriundas de diferentes
plantas da parcela. As amostras foram colocadas em sacos de papel e secas em
estufa com circulacdo forcada de ar a 35°C. ApOs a secagem, cada amostra foi
fragmentada e homogeneizada. A etapa de extracdo foi realizada pela empresa
Eurofins (Hamburgo, Alemanha), responsavel pelas analises. Uma por¢éao do material
vegetal foi enviado para analise, e outra foi mantida como backup.

A quantificag&o do herbicida nas folhas de fumo e nos extratos provenientes de
solo foi realizada pela empresa Eurofins (Hamburgo, Alemanha), com auxilio de um
equipamento HPLC (Agilent 1260, Santa Clara, CA) acoplado a espectrémetro de
massa em tandem (Sciex API 5500, Concord, ON). O HPLC foi equipado com coluna
analitica Phenomenex Luna C18 (5um, 150mm x 2mm), precedida de pré-coluna
Phenomenex C18 (4 x 2mm). O fluxo da fase mével foi de 0,4mL min1, e a mesma foi
constituida de agua (A) e metanol (M), acidificados com acido formico a 0,05%. Foi
utilizado um gradiente de eluicdo variando de 10% a 90% de M, com aumento da
concentracdo de M ocorrendo linearmente em trés minutos. A composicao foi mantida
em 90% de M por mais nove minutos antes do retorno as condi¢des iniciais, quando
a coluna foi reequilibrada por dois minutos com a fase mével em sua composi¢céao
inicial. O volume de injecao foi de 20uL, onde 2L correspondiam a amostra e 18uL a
agua mais 0,5% de &cido formico. O tempo de retencédo para o 2,4-D foi de 8,82 +
0,1min. As amostras foram analisadas no modo de ionizag&o negativo utilizando duas
transicdes de massa: 219 -> 16lamu e 221-> 163amu. As solugbes estoque para
preparo da curva de calibracao foram feitas em acetonitrila nas concentracoes de 0,5;
1;2,5; 5; 10; 25 e 50ng.mL"* de 2,4-D, e apresentou R2 maior que 0,999. Os limites de
guantificacdo (LOQ) e deteccdo (LOD) foram de 0,02mg.kg? e 0,01mg.kg? para
amostras de fumo, e de 0,005mg.kg’ e 0,002mg.kg* para amostras de solo,

21



respectivamente. Solucdes estoque foram incluidas a cada conjunto de amostras
analisadas.

Os dados provenientes dos extratos do solo e ajustados ao modelo de
regressao nao linear do tipo exponencial, utilizando-se o software R (R CORE TEAM,

2017) e o pacote mkin (versao 0.9.46.2), conforme equacéo abaixo:

C=Cye™™

Onde: C corresponde a concentracéo do herbicida no tempo t, Co corresponde
a concentracao inicial do herbicida e k a taxa de dissipacgéo.

Os dados, entéo, foram analisados visualmente quanto a homocedasticidade e
normalidade de distribuicdo dos residuos. O ajuste dos dados ao modelo foi avaliado
visualmente e pela significAncia estatistica do modelo e de seus parametros
estimados, a nivel de 95% de probabilidade. Este modelo, conhecido como modelo
cinético de primeira ordem, é amplamente utilizado para descrever a dissipacédo de
agrotoxicos no ambiente, por ser simples e seus parametros serem de facil
interpretacdo (FOCUS, 2014). Além disso, a estimativa de k permite o célculo da meia-
vida (TDso) da molécula, que pode ser definida como o tempo necessario para que
sua concentracao seja reduzida pela metade, e é calculada de acordo com a seguinte

formula;

In 2
TD50 - -

Ja para os dados de concentracdo de 2,4-D nas folhas de fumo, foram
calculados os intervalos de confianca das médias a nivel de 95% de probabilidade, e

a comparacao entre os tratamentos foi baseada na sobreposi¢cao dos mesmos.

2.3 Resultados e discussao

O resultado das andlises de extratos de solo com aplicacdo de 2,4-D em
diferentes épocas encontra-se ilustrado na figura 3. A reducdo da concentracao do
herbicida ao longo do periodo de amostragem, nos trés tratamentos aplicados,

evidencia que houve dissipagédo do 2,4-D. Porém podemos notar que a reducdo na
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concentracdo do herbicida da-se de forma abrupta nos tratamentos 1 e 3, e que no

tratamento 2 a dissipacdo ocorreu lentamente, o que deverd ser comprovado

posteriormente pelos valores de meia-vida calculados.
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Figura 3 - Concentragcao do herbicida 2,4-D no solo em diferentes dias apds aplicagcdo; os pontos
representam a média da concentra¢do no dia coletado, e as barras verticais representam o desvio
padrdo da média; tratamento 1: aplicacdo na entressafra; tratamento 2: aplicacdo em dessecacao;
tratamento 3: aplicacdo em jato dirigido. Capéo do Leé&o, 2017.

O plantio das mudas de fumo ocorreu no dia 10 de outubro de 2016, decorridos

58 e 25DAA dos tratamentos 1 e 2, respectivamente. Ainda que houvessem residuos

de 2,4-D no solo por ocasido do plantio, conforme ilustrado na figura 3, nenhum

sintoma de fitotoxicidade nas mudas foi observado.
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Também nota-se que houve diferenca na concentracdo inicial entre os
tratamentos, e que os valores encontrados foram menores do que o esperado. A
concentracao inicial esperada pode ser calculada da seguinte forma:

a) Inicialmente calcula-se a quantidade de solo existente por unidade de area,
considerando o perfil do solo amostrado e sua densidade aproximada:
100m x 100m x 0,15m = 1500m solo3. ha™?
g
1500m solo3. ha™' x 1,1T solo.m solo™3 = 1650T solo. ha™?
b) Depois, basta dividir a dose do herbicida pela quantidade de solo calculada
anteriormente:

1005 g ea 2,4D. ha™1 1005000 mg ea 2,4D. ha™!
1650 T solo.ha= 1650 000 kg solo. ha™?!

= 0,61mg 2,4D. kg solo™!

A maior média de concentracdo inicial do experimento foi observada no
tratamento com aplicacédo em jato dirigido, de 0,27mg.kg?, bem abaixo do esperado.
O provavel motivo para essa divergéncia de valores foi a presenca de cobertura
vegetal nas parcelas, que interceptou o herbicida e reduziu sua chegada ao solo. Para
reforcar esta hipétese podemos observar que a média do tratamento 2 foi a menor
dentre as demais, resultado da densa cobertura do solo pela espécie de inverno no
momento da aplicacdo. Nas outras duas oportunidades também havia cobertura sobre
o solo, porém em menor densidade, propiciando maior chegada do herbicida ao solo
e resultando em maiores médias.

Para os dados provenientes da analise dos extratos do solo, houve ajuste
aceitavel ao modelo proposto. Os parametros estimados e os valores de meia-vida

calculados encontram-se descritos na tabela 3.

Tabela 3- Parametros estimados pelo modelo cinético de primeira ordem para os diferentes
tratamentos, com as respectivas meias-vidas calculadas

Tratament(? Co K Te, (dias)
N° Descricao
1 Entressafra 0,2621 0,1156 6,0
2 Dessecacao 0,0727 0,0229 30,3
3 Jato dirigido 0,3561 0,2357 2,9
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Os resultados obtidos no presente experimento indicam que a TDso do herbicida
2,4-D variou entre 2,9 a 30,3 dias, e sao corroborados pelo trabalho de Wilson,
Geronimo e Armbruster (1997), que reuniram os resultados de 30 ensaios realizados
a campo envolvendo dissipagéo de 2,4-D. A TDso maxima e minima encontradas pelos
autores foram 29,1 e 2,3 dias, respectivamente, sendo que a maior frequéncia foi
observada na faixa de 5 a 8 dias. Outros valores de TDso j& reportados incluem 4,9
dias (CRESPIN et al., 2001), 3,4 dias (DIEZ; BARRADO, 2010), 0,8 e 2,8 dias (LIU et
al., 2012).

A hipbétese de que a degradacdo microbiana € o principal mecanismo de
dissipacdo do herbicida 2,4-D no solo € amplamente aceita h4 anos (SANDMANN;
LOOS; VAN DYK, 1988). Ja foi comprovado, inclusive, que a aplicacdo deste herbicida
pode beneficiar temporaria e seletivamente microorganismos capazes de utiliza-lo
como fonte de carbono e energia (MACUR et al., 2007). Em vista disso, 0s principais
fatores relacionados a dissipacao do 2,4-D serdo aqueles que afetem tanto a atividade
microbiana quanto a biodisponibilidade do herbicida, como por exemplo o teor de 4gua
do solo, sua textura e teor de matéria organica e a temperatura ambiente.

Johnson, Terry e Gbur (1995) estudaram a influéncia da umidade e temperatura
de incubacéo na degradacdo microbiana do 2,4-D, e concluiram que a diminuicdo da
temperatura (de 30°C para 15°C) e do potencial métrico (de OkPa para -100kPa)
aumentou a TDso calculada em 4 e 1,7 vezes, respectivamente. J& Han e New (1994)
constataram completa inibicdo da degradacdo quando o potencial matrico foi fixado
em -22000kPa. O baixo conteudo de agua no solo pode impactar diretamente a
atividade microbiana e reduzir o nimero de microorganismos no solo. Além disso, o
impacto pode ser considerado indireto quando se da através do aumento da sor¢éo e
formacdo de residuos nao extraiveis, tanto do herbicida como de nutrientes
necessarios pelos microorganismos (BOUSEBA et al., 2009).

Além disso, pode-se atribuir certa importancia ao processo de lixiviacdo e
escorrimento superficial na dissipacéo do herbicida neste ensaio por dois motivos: o
solo continha quase 60% de areia e esta fragao do solo contribui pouco para a sor¢éo
do herbicida (BEKBOLET; YENIGUN; YUCEL, 1999), e as amostras de solo foram
coletadas do camalh&o, onde ha maior fluxo de agua pois 0 mesmo encontra-se acima

do nivel do solo.
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Diante do exposto, € possivel atribuir a maior persisténcia do herbicida 2,4-D
nas duas primeiras épocas de aplicacdo as condi¢des climéticas durante o periodo de
amostragem destes tratamentos. Ao observarmos a figura 4, nota-se que a
temperatura média diaria no inicio do experimento variou de 10 a 16°C, enquanto que
apos a aplicagcdo do tratamento 3, as médias variaram entre 25 e 30°C. Além disso,
apos a aplicacdo do tratamento 2, houve um periodo de 19 dias sem eventos de

chuva, e passados 31 dias da aplicacdo, o acumulado foi de somente 6,5mm.
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Figura 4 - Variaveis ambientais monitoradas pelo Laboratério de Agrometeorologia, durante o periodo
de conducéo do ensaio; as setas em vermelho indicam os dias da aplicagcdo dos tratamentos; as setas
em vermelho representam os dias em que foram aplicados os tratamentos. Capéo do Ledo, 2017.

Uma vez que as demais variaveis que poderiam influenciar na dindmica do
herbicida permaneceram inalteradas (por exemplo, caracteristicas do solo, dose e
formulacdo do herbicida), podemos considerar como principal fonte de variacéo as
condic¢des climaticas apresentadas.

Interessantemente, mesmo 120 DAA dos tratamentos 1 e 2, ainda havia no solo
guantidades detectaveis (mas nao quantificaveis, em alguns casos) do herbicida,
apesar da baixa TDso estimada. Este fendbmeno que ja foi relatado algumas vezes na

literatura, quando residuos de 2,4-D foram encontrados no solo passados 120 dias

26



(DIEZ; BARRADO, 2010) e 12 meses (BAUMGARTNER et al., 2017) da aplicacéo.
Os autores sugerem que isso possa ocorrer devido a um efeito de concentracdo, onde
haveria diminuicdo da degradacéo a medida que a concentracdo diminui.

Os dados de concentracdo de 2,4-D nas folhas de fumo encontram-se
ilustrados na figura 5. Na primeira coleta realizada, todas as amostras apresentaram
quantidades semelhantes do herbicida, abaixo de 0,1mg.kg™*. Os tratamentos 1 e 2
foram aplicados quando ainda ndo haviam plantas de fumo na area. Desta forma, a
contaminacdo pode ter ocorrido de duas formas: absorcédo radicular de residuos
presentes no solo ou deposicdo do herbicida presente no ar, proveniente de
aplicacoes realizadas nas redondezas. A contaminagéo por deposicao nao pode ser
descartada pois culturas como soja e milho também séo exploradas na regido, e
nestas, o 2,4-D é frequentemente utilizado. Independentemente da origem do 2,4-D
nestas amostras, a concentragdo do herbicida esta abaixo de 0,2ppm, limite
recomendado por Coresta (2016) e que esta representado na figura 5 pela linha em

vermelho.
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Capéo do Ledo, 2017.
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Em amostras da segunda coleta foram identificadas as maiores concentragdes
do ensaio, referentes ao tratamento trés, com aplicagdo em jato dirigido. Neste
tratamento, as folhas contaminadas em maior grau foram retiradas da por¢cdo mediana
das plantas, mais proximas do solo. Portanto € provavel que a contaminacao tenha
sido ocasionada pela deriva e volatilizagéo do herbicida aplicado. Em ambas amostras
deste tratamento, os intervalos de confianca da média incluem o valor zero. Desta
forma, o tratamento néo teria relevancia estatistica. No entanto, do ponto de vista
pratico, seria temerario afirmar que o efeito da aplicacdo do herbicida em jato dirigido
ndo é significante, pois poderia incentivar o leitor a esta pratica. Os grandes IC
calculados podem ser resultado da variabilidade na arquitetura das plantas no
momento da aplicacdo, o que causou diferenca na interceptacdo do herbicida.
Aparentemente a amostragem de varias folhas na parcela nao foi capaz de diminuir
esta variabilidade.

Nos demais tratamentos da segunda coleta, quantidades menores que
0,1mg.kg™ (e por vezes ndo quantificaveis) foram encontradas. Provavelmente a fonte
de contaminacdo neste caso tenha sido a propria aplicagdo do tratamento 3, mas
novamente, as hipoteses de absorcéo radicular e deposi¢ao do herbicida proveniente
de outras areas ndo pode ser desconsiderada.

Por fim, deve-se salientar que o processo de secagem ao qual as amostras de
fumo foram submetidas pode ter afetado a concentracdo do herbicida nas mesmas.
Conforme demostrado por varios autores (KAUSHIK; SATYA; NAIK, 2009; BAJWA,
SANDHU, 2014; CHAUHAN; KUMARI; RANA, 2014), a concentracdo dos
contaminantes pode ser reduzida ou aumentada, de acordo com as interacdes da
molécula com a matriz. Se a molécula é carregada juntamente com a agua, havera
diminuicdo na concentracédo; por outro lado, ndo havendo degradacédo do analito e o
mesmo nao sendo transportado com o fluxo de agua, haverd aumento na
concentracdo. No caso especifico do fumo com residuos de 2,4-D, se faz necessario

elucidar as consequéncias do processo de secagem na concentracéo final.
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2.4 Conclusdes

Os valores de meia-vida encontrados para o herbicida 2,4-D, estdo de acordo
com a literatura e as diferencas observadas entre os tratamentos devem-se
principalmente as condi¢bes climaticas.

A aplicacdo do herbicida 2,4-D em jato dirigido resultou em concentragdes
acima do limite recomendado pelo Coresta e deve ser desencorajada.

Sao necessarios estudos visando elucidar o efeito do processo de secagem na

diluicdo ou concentragéo do herbicida 2,4-D em folhas de fumo contaminadas.
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3 Capitulo Il — Contaminacéo de plantas de fumo pelo herbicida 2,4-D em

funcédo da distancia da faixa de aplicacéo

3.1 Introducéo

O cultivo do fumo (Nicotiana tabacum L.) representa uma das principais
atividades agricolas do Brasil. No ano de 2016, mais de 380 mil hectares foram ao
destinados a fumicultura, produzindo mais de 375 milhdes de toneladas (IBGE, 2017),
nameros que colocam o Brasil como o segundo maior produtor de fumo em folha do
mundo. Além disso, o fumo nacional é de elevada qualidade e possui precos
competitivos, caracteristicas que fazem do Brasil o maior exportador mundial
(BARRETO; NOVAIS, 2016). A producao nacional estd concentrada na regido sul e
principalmente no estado do Rio Grande do Sul, onde é produzido cerca de 45% do
fumo brasileiro (IBGE, 2017). O fumo nacional é produzido principalmente em
pequenas propriedades (menores que 15 hectares) e envolve méo de obra familiar.
Nestas propriedades, a area destinada ao fumo € pequena, mas representa, muitas
vezes, a principal fonte de renda da mesma (AREND, 2014).

Por se tratar de uma cultura ndo alimenticia, ndo foram determinados Limites
Maximos de Residuos e tampouco periodo de caréncia para 0s agrotdoxicos
registrados para uso em fumo. A presenca de agrotoxicos no fumo pode resultar na
contaminagdo dos consumidores e pessoas expostas a fumaca do cigarro (RAHMAN
et al., 2012) aléem de interferir nas caracteristicas organolépticas do cigarro, que é o
principal produto do fumo. Essas possibilidades despertaram a atencao das empresas
fumageiras, o que levou o Cooperation Centre for Scientific Research Relative to
Tobacco (CORESTA) a estabelecer limites de referéncia para 106 compostos em

folhas curadas de fumo (CORESTA, 2016), muitos dos quais nédo sao utilizados na

30



cultura mas podem ser transportados de outros locais através de deriva e volatilizagéo
das aplicagoes.

Recentemente foi aprovada no Brasil a tecnologia Enlist, cujos efeitos
esperados incluem o aumento da quantidade de 2,4-D utilizado e a extensao da janela
de aplicagdo, pois sera possivel aplicar o ingrediente ativo em culturas tolerantes. O
impacto destas mudancas sobre a contaminacdo do fumo pelo herbicida é
desconhecido. Desta forma, o objetivo do trabalho foi determinar a distancia requerida

entre locais de producdo de fumo e aplicacdes do herbicida 2,4-D.

3.2 Materiais e métodos

Para realizagdo deste estudo um ensaio a campo foi conduzido na cidade de
Santa Cruz do Sul, nas dependéncias da empresa Japan Tobacco International. O
ensaio foi conduzido nos dias 22 e 23 de fevereiro de 2015 e replicado nos dias 23 e
24 de fevereiro de 2016, e consistiu de uma pulverizacao tratorizada do herbicida 2,4-
D na dire¢do perpendicular & direcdo do vento, com plantas de fumo dispostas em
diferentes pontos na zona de deriva, além de amostragem ativa do ar.

Para a aplicagéo, utilizou-se pulverizador acoplado ao trator com dez metros
de largura de barra e equipado com bicos jato plano (Teejet XR110.02), espacados
entre si a 0,5m. A altura da barra foi mantida em torno del,3m do solo, de modo que
a distancia entre a barra e o topo das plantas de fumo fosse de 50cm. O equipamento
foi calibrado para depositar 150L.ha! de calda, utilizando-se velocidade de
deslocamento de 4,1km.h! e presséo de trabalho de 1,5bar. O produto utilizado foi o
DMA® 806 BR, aplicado na dose de 1,5L.ha! (10059 ea.ha de 2,4-D) + 6leo mineral
Assist® na concentracdo de 0,5% Vi/v.

A area do ensaio apresentava dimensdes de 50m x 500m e foi disposta no
campo de forma que o seu comprimento coincidiu com a direcdo predominante do
vento. Em seguida demarcou-se a faixa de aplicacdo, e a partir dela, os pontos de
amostragem ao longo da zona de deriva: -50; 0; 12,5; 25; 50; 75; 100; 150; 200; 300
e 400 metros da faixa.

As plantas de fumo utilizadas no ensaio foram cultivadas individualmente em
vasos plasticos de 40L de capacidade, preenchidos com substrato comercial. As

plantas foram divididas em trés grupos de 33 plantas, e a diferenca entre eles foi 0
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seu periodo de permanéncia no local do ensaio: o grupo A foi levado ao campo antes
da aplicacdo e amostrado ap6s 30 minutos; o grupo B também foi levado antes da
aplicacdo, mas amostrado somente apos 24 horas; e o grupo C foi levado 30 minutos
apos aplicacdo e amostrado 24 horas depois (figura 6). Cada planta deu origem a uma
amostra composta por trés folhas que foram coletadas contemplando o ter¢o apical,
mediano e basal das plantas e dispostas em sacos de papel para secagem em estufa.

Faixa de aplicagéo
(50 metros)

}
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Figura 6 - Representacdo da disposi¢do dos grupos de plantas e das bombas de ar ao longo da zona
de deriva. Capéo do Ledo, 2017.

A amostragem ativa do ar foi realizada através de cartuchos (SKC, modelo
XAD-2 OVS) acoplados a bombas de ar (SKC, modelo PCXR8) reguladas para vazéo
de 2,25L.min"! (figura 7). A regulagem das bombas foi realizada com o auxilio de um
calibrador de vazdo (Mesalabs, modelo Defender 510). As bombas foram ligadas 15
minutos apos aplicagdo, permanecendo ativas durante 24 horas nos espagcamentos
de -50, 0, 50, 100, 200 e 400 metros da faixa de aplicagdo. Cada bomba suporta um
cartucho, e 0 mesmo representou uma amostra. Nas 24 horas anteriores a execugao
do ensaio, trés bombas foram utilizadas visando determinar possivel contaminacao
prévia do ar pelo herbicida. Apds o término do periodo de amostragem, os tubos foram

vedados e armazenados em geladeira até seu envio para analise.
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Figura 7 - Bomba de vacuo SKC utilizada na amostragem ativa do ar. Capéo do Ledo, 2017.

As condic¢des climaticas durante a conducdo do ensaio foram monitoradas
através de uma estacdo meteoroldgica instalada nas dependéncias da Empresa.

A andlise dos residuos de 2,4-D nas folhas de fumo e nos cartuchos de OVS
foi executada pela empresa Eurofins (Hamburgo, Alemanha). O detalhamento do
método de extracao, identificacdo e quantificacdo do composto encontra-se descrito
no Capitulo I.

Para comparacéao entre as médias de concentracdo de 2,4-D nas amostras de
folha, utilizou-se a técnica de bootstrapping (EFRON; TIBSHIRANI, 1986) no célculo
dos intervalos de confianca (IC) das mesmas. O método utilizado foi o Bias-corrected
and accelerated, uma vez que este é o que melhor lida com conjunto de dados
pequenos e tolera desvios de normalidade (MANGIAFICO, 2016). Os IC foram
calculados com 500 reamostragens, a 95% de probabilidade, com o auxilio do
software R (R CORE TEAM, 2017) e o pacote Rcompanion (versdo 1.10.1). A
sobreposicdo dos intervalos de confiangca entre as meédias representa igualdade
estatistica entre as mesmas. Ja os dados de concentracdo de 2,4-D nos cartuchos

OVS foram avaliados através de estatistica descritiva.

3.3 Resultados e discusséao
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Os dados de concentracao de 2,4-D em folhas de fumo para plantas do grupo
A encontram-se ilustrados na figura 8. Podemos observar que em ambos 0s anos, a
concentracdo diminui a medida que aumenta a distancia entre os pontos de
amostragem e a faixa de aplicacdo. Ainda que em alguns pontos nao seja possivel
diferenciar estatisticamente a concentracdo de 2,4-D em plantas de 2015 e 2016, os
dados sugerem que houve menos deriva e volatilizagdo no segundo ano. Essa
hipotese fica evidente ao compararmos a distancia requerida para que a concentracao
de 2,4-D atinja 0,2 ppm, valor de referéncia definido pelo Coresta (2016) e
representado na figura 8 pela linha vermelha. Para o ano de 2015, a distancia
recomendada estaria situada entre 75 e 100 metros; j& para 2016, a distancia ficaria

entre 25 e 50 metros.
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Figura 8 - Concentracdo de 2,4-D em folhas de fumo em funcéo da distancia da faixa de aplicacao,
para plantas levadas ao campo antes da aplicacéo e coletadas apds 30 minutos. Capao do Leéo, 2017.

Ainda sobre a figura 8, a ndo deteccédo do herbicida no ponto -50m sugere que
ndo houve mudanca notéria na dire¢do do vento. Além disso, inesperadamente houve
um aumento na concentragcéo do 2,4-D aos 200m da faixa de aplicagéo, no ano de
2016. Nao ha motivos evidentes que expliquem o acontecido, e € provavel que o fato

seja decorrente de erro humano durante alguma das etapas do ensaio.
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A concentragdo de 2,4-D em plantas do grupo B esta ilustrada na figura 9, onde
podemos observar a mesma tendéncia de redugao da concentragéao ao longo da zona
de deriva. A distancia requerida para atender os limites tolerados pelo Coresta
permaneceu inalterada para o ano de 2016 e diminuiu no ano de 2015, ficando de 50

a 75 metros da aplicagéo.
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Figura 9 - Concentracdo de 2,4-D em folhas de fumo em funcgéo da distancia da faixa de aplicacgéo,
para plantas levadas ao campo antes da aplicacé@o e coletadas apos 24 horas. Capéo do Ledo, 2017.

Vale lembrar que as referidas plantas foram levadas ao campo antes da
aplicacdo e permaneceram no local por 24 horas. Desta forma, ndo seria condenavel
imaginar-se que a concentracao nas plantas do grupo B seria maior que as do grupo
A, pois haveria a contribuigdo da volatilizagdo do herbicida. Porém, esta hipotese ndo
foi confirmada: em ambos as anos, a concentragdo nas amostras que permaneceram
por mais tempo no campo foi menor, sendo esta reducéo ainda mais notavel em 2016.
Existem duas razdes para explicar o ocorrido: a perda por volatilizacdo do herbicida
na superficie foliar, e especificamente no segundo ano, a ocorréncia de chuva leve

(1,2mm) uma hora apés a aplicacao.
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A diferenca entre a taxa de volatilizacdo do 2,4-D do solo e da superficie foliar
tem embasamento cientifico (BEDOS et al., 2002) e se deve por trés motivos
principais: (a) o maior efeito do vento no dossel; (b) a maior evaporacédo de agua na
superficie foliar, em decorréncia da maior temperatura; e principalmente (c) a maior
afinidade do herbicida pelo solo do que pela superficie foliar. Para exemplificar,
Jensen, Spliild e Svensmark (2007) verificaram volatilizagao de 40% da pendimetalina
aplicada sobre folhas de repolho, enquanto que a aplicacéo sobre o solo néo resultou
em perdas do herbicida. Ja4 quando o mesmo herbicida foi depositado sobre laminas
de microscopia de vidro, que é praticamente inerte e ndo interage com as moléculas,
a volatilizacdo observada foi de 68% (CARLSEN; SPLIID; SVENSMARK, 2006a).
Desta forma, a volatilizacdo ndo causou aumento da concentracéo de 2,4-D nas folhas
de fumo; pelo contrario, foi responsavel pela diminuicdo da mesma.

Conforme citado anteriormente, ocorreu na area do ensaio uma leve chuva
cerca de uma hora apés a aplicacédo, no ano de 2016. A chuva pode ter influenciado
os resultados de duas formas: a primeira ja foi citada e refere-se a reducédo da
concentracdo nos amostras pelo efeito de “lavagem”, ainda que a intensidade da
chuva tenha sido baixa e parte das gotas tenha permanecido sobre as folhas. O
segundo efeito é a deposicdo via Umida do herbicida que encontrava-se em
suspensao na atmosfera (GOEL; MCCONNELL; TORRENTS, 2005; WAITE et al.,
2005). Isso justificaria a presenca do herbicida em todos os pontos de coleta do
ensaio, desde -50 até 400 metros.

Na figura 10 estéo ilustrados os dados de concentracao referente ao grupo C.
Pelo fato deste conjunto de plantas ter sido levado ao campo 30 minutos apds a
aplicacdo, pode-se dizer que os valores encontrados advém exclusivamente da
deposicao via umida ou seca do herbicida que se encontrava na atmosfera. As médias
das amostras dispostas na faixa de aplicacdo foram mantidas para fins de
comparacdo com o os resultados do experimento descrito no Capitulo I, onde a
aplicacdo de 2,4-D nas entrelinhas da cultura resultou em altos niveis de
contaminacdo (meédia de 3ppm para folhas baixeiras e 0,6ppm para folhas ponteiras,
semelhante ao encontrado neste ensaio para o ano de 2015). Fica assim evidenciado
que a aplicacéo de 2,4-D em pds emergéncia da cultura do fumo deve ser evitada.
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Figura 10 - Concentracéo de 2,4-D em folhas de fumo em fun¢éo da distancia da faixa de aplicacéo,
para plantas levadas ao campo ap6s 30 minutos da aplicagdo e coletadas apos 24 horas. Capao do
Ledo, 2017.

Por fim, na tabela 4 estdo descritas as concentracdes de 2,4-D encontradas
nos cartuchos OVS apoés o periodo de amostragem ativa do ar. No primeiro ano o
herbicida foi detectado mas a concentracéo estava abaixo do limite de quantificacao,
com excec¢ao do ponto “0”, referente a bomba situada na faixa de aplicagao. Ja no
segundo ano o herbicida ndo foi detectado em nenhum dos pontos de amostragem.
Estes resultados de certa forma confirmam as hipoteses levantadas até o momento,
onde viu-se que no primeiro ano a taxa de volatilizacao foi maior, e que o herbicida
encontrado nas amostras vegetais do segundo ano foi proveniente de deposicao

umida.

Tabela 4 - Concentragdo de 2,4-D em cartuchos OVS ap6s 24 horas de amostragem ativa de ar
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Ponto de coleta

Concentracéao 2,4-D (ug .cartucho'l)

2015 2016

Amostragem prévia  Tracos < 0,03 nao detectado
-50 Tracos < 0,03 nao detectado

0 0,296 nao detectado

50 Tracos < 0,03 nao detectado

100 Tracos < 0,03 nao detectado

200 Tracos < 0,03 nao detectado

400 Tracos < 0,03 nao detectado

A baixa concentracdo do herbicida nos cartuchos pode ter sido causada pela
falta de afinidade dos sorbentes pelo 2,4-D, pelo pequeno volume de ar amostrado,
ou ambos. Os cartuchos OVS séo constituidos de resina polimérica XAD-2 e espuma
de poliuretano, e foram originalmente designados para monitoramento de inseticidas
organofosforados (OSHA, 1986). Embora alguns autores utilizem estes sorbentes
para monitoramento de moléculas polares, como a atrazina e o s-metolacloro (RICE;
NOCHETTO; ZARA, 2002; SCHUMMER et al., 2012), sua melhor eficiéncia é
observada no monitoramento de moléculas lipofilicas (GOUIN et al., 2008). Neste
caso, o aumento no fluxo de ar durante a amostragem ativa poderia solucionar o
problema, mesmo que o valor utilizado neste experimento esteja de acordo com outros
trabalhos, onde foram utilizadas vazées de 2 L.min! (FERRARI et al., 2005) a 6 L.min-
1 (BEDOS et al., 2006).

A dindmica de herbicidas estd intimamente relacionada com as condicGes
ambientais do local. Por isso, a coleta das variaveis meteoroldgicas é de suma
importancia para o entendimento dos resultados obtidos neste ensaio. Os dados

encontram-se ilustrados na tabela 5.

Tabela 5 - Valores médios para as varidveis meteorolégicas durante e apds a aplicacdo do herbicida
2,4-D, nos dois anos de conducédo do experimento

. . 24h apés a
., Durante a aplicacao o
Variavel aplicacao
2015 2016 2015 2016
Velocidade do vento (Km.h") 9,72 5,40 7,04 4,10
Temperatura do ar (°C) 29,5 28,8 26,1 28,1
Umidade relativa do ar (%) 68,0 75,1 77,7 79,0
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Podemos observar na tabela 5 que houve diferenca entre os dois anos do
ensaio nas variaveis monitoradas. No ano de 2015 havia maior temperatura e
velocidade do vento, e menor umidade relativa do ar (UR). O modo com que estas
variaveis influenciam o potencial de deriva de uma aplicacdo encontram descrito nos
proximos paragrafos.

A pulverizacdo € uma técnica de aplicacdo que consiste em utilizar presséo
para forcar a saida de um liquido por um pequeno orificio (a ponta de pulverizacao);
por conta do atrito com o ar, o liquido desfaz-se em iniUmeras gotas de diferentes
tamanhos. Segundo Al Heidary et al. (2014), o espectro de gotas € definido pela
pressao de trabalho, tipo de ponta de pulverizagcéo e propriedades fisico-quimicas da
calda. Durante sua trajetoria até o alvo a gota tende a evaporar e por consequéncia,
ficar mais leve. Em alguns casos a gota pode evaporar totalmente, restando o
ingrediente ativo cristalizado em suspensao no ar. A velocidade com que isso ocorre
é afetada pela UR: quanto maior a UR, mais lentamente ocorrerd a evaporacao. Gotas
leves sdo facilmente carregadas por acdo do vento ou correntes convectivas, sendo
gue atribui-se as gotas menores que 100um maior susceptibilidade a deriva (FELSOT
et al.,, 2011). As gotas maiores possuem maior massa e S80 menos suscetiveis a
deriva. Mesmo gotas que ja foram depositadas sobre a superficie foliar estdo sujeitas
a evaporacao. Neste caso pode haver cristalizacdo do ingrediente ativo (0 que
restringe sua absor¢cdo, em se tratando de uma superficie vegetal) e arraste da
molécula por acéo do vento.

Altas temperaturas também favorecem a volatilizacdo, pois a pressao de vapor,
gue é a principal caracteristica fisico-quimica referente a volatilizacédo, € dependente
da temperatura (BEDOS et al., 2002). E por este motivo que a pressdo de vapor dos
herbicidas vem sempre acompanhada da temperatura de determinagéo, geralmente
25°C (SENSEMAN, 2007). Quanto maior for a temperatura, maior sera tendéncia das
moléculas a passarem para a fase vapor, fendmeno que pode ser confirmado através
dos resultados do presente experimento.

O vento também exerce papel essencial para a deriva e volatilizacao, pois é o
responsavel pelo transporte propriamente dito das moléculas, seja na forma de cristal
ou dissolvidas nas gotas. De acordo com Arvidsson, Bergstrom e Kreuger (2011), para

cada aumento de 3,6Km.h! na velocidade do vento, havera aumento de 0,98% de
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deriva. Sob condi¢cbes inadequadas de vento, mesmo gotas grandes podem ser
deslocadas.

Em vista do exposto e considerando que as caracteristicas referentes a
tecnologia de aplicacéo e propriedades da calda ndo foram modificadas nos dois anos
de realizacédo do ensaio, podemos afirmar que as condigcbes meteoroldgicas foram as
responsaveis pela diferenca nos valores de concentragdo de 2,4-D, tanto nas
amostras vegetais quando nos tubos OVS.

Convém ressaltar que alguns detalhes do experimento podem ter favorecido a
ocorréncia de deriva. Em primeiro lugar, a altura da barra foi determinada de modo
que houvesse uma distancia de 0,5m entre o apice das plantas e a barra. No entanto,
a area ocupada pelas plantas ao longo da faixa de aplicacéo era pequena, o que de
certa forma significa aplicar a uma altura de 1,3m do alvo, o que ndo se recomenda.
A altura da barra de pulverizagéo € importante por dois motivos: a velocidade do vento
aumenta com a altura em relacéo a superficie da Terra, e quanto maior for distancia
entre o0 bico e a superficie alvo maior sera a possibilidade de evaporacdo da gota e
seu transporte para fora da area. Estas hipéteses sao confirmadas por Nuyttens et al.
(2007), que verificou que, em relacdo a deriva causada por uma aplicacdo a 0,5m de
altura, houve 40% de reducado e 50% de aumento ao fixar a barra a 0,3m e 0,7m da
superficie alvo, respectivamente. Em segundo lugar, em uma situacao real as plantas
das margens da lavoura serviriam como filtros para deriva, interceptando o herbicida
e reduzindo a quantidade “disponivel’ para transporte. No entanto estas
caracteristicas ndo invalidam o trabalho, considerando que muitas vezes o produtor
rural ndo possui conhecimento sobre o uso correto e seguro de agrotoxicos
(MARQUES; NEVES; VENTURA, 2010; DE SOUSA et al., 2016).

Ainda que nao intencionalmente, observou-se o efeito de deposicéo via umida
decorrente da chuva apdés a contaminacdo atmosférica. Seriam necessarios mais
pontos de amostragem para entender a dimensdo deste problema, mas foi
demonstrado que h&a chance de transporte a longas distancias. O fenémeno ja havia
sido relatado anteriormente por Hill et al. (2002), em areas rurais, urbanas e remotas

da cidade de Alberta, no Canada.
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3.4 Conclusdes

As condigbes ambientais sdo fatores determinantes para a ocorréncia e
dimenséo da deriva e volatilizacdo de aplicacdes.

Em uma situacdo real com condi¢cdes meteoroldgicas semelhantes as que
ocorreram no ensaio, uma faixa de seguranca de até 50 metros seria necesséria para
gue a concentracdo de 2,4-D no fumo curado esteja de acordo com as especificagdes
do Coresta.

O balanco entre volatilizacdo do herbicida do solo e das plantas resultou na
diminuicdo da concentragdo do mesmo nas amostras vegetais.

A presenca do herbicida em todos os pontos de amostragem nas plantas que
foram ao campo apds a aplicacdo, no ano de 2016, provavelmente deve-se a
deposicdo umida

A amostragem ativa do ar ndo foi efetiva na quantificacdo do herbicida
volatilizado.
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4 Capitulo Ill — Selecdo de espécies bioindicadoras da ocorréncia de deriva
do herbicida 2,4-D

4.1 Introducao

No contexto da aplicacdo de agrotdxicos, entende-se por deriva o fenbmeno
nao intencional de transporte onde uma fracdo do ingrediente ativo difunde-se no
ambiente, ndo atingindo o alvo desejado (FELSOT et al., 2011). Um dos resultados
mais evidentes da ocorréncia de deriva é a reducdo da eficacia da aplicacdo, em
decorréncia da menor quantidade de ingrediente ativo interceptado pela superficie-
alvo. Além disso, em se tratando de herbicidas, a deposicao de um ingrediente ativo
sobre espécies sensiveis ao mesmo pode causar perdas na produtividade das
culturas (SILVA et al.,, 2016) e alteracbes na composicdo da flora e fauna local
(BOUTIN et al., 2014; EGAN et al., 2014).

Por vezes, no entanto, este fenbmeno resulta em impactos menos visiveis,
como ocorre na contaminacdo de alimentos e de diferentes estratos do meio
ambiente, como os cursos hidricos e o ar (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY,
2009; DAMALAS; ELEFTHEROHORINOS, 2011). Nestes casos, a menos que 0O
monitoramento seja feito ou que a contaminacao acabe resultando em efeitos toxicos
agudos em humanos ou na fauna local, a contaminagcdo tende a passar
desapercebida, e sua fonte, desconhecida.

O monitoramento ambiental pode ser feito de diversas formas, dentre as quais
destacam-se: (a) coletas e analises periddicas de amostras do estrato que se deseja
analisar (ar, agua, solo ou alimento) (GRUTZMACHER et al., 2008); (b) uso de
amostradores ativos (WAITE et al., 1999); (c) uso de amostradores passivos

(RAEPPEL et al., 2015), e (d) utilizagdo de bioindicadores (ou biomonitoramento).

42



Cada uma destas apresenta seus prés e contras, e a eficiéncia do método esti
relacionada com o contaminante que se deseja monitorar, a matriz em estudo e as
condicbes ambientais do local, entre outros fatores. De modo geral, o alto custo e
complexidade das metodologias que envolvem a identificacdo e quantificacdo de
compostos podem ser restritivos a sua aplicacdo, havendo a necessidade de optar-se
por métodos alternativos como o biomonitoramento.

O biomonitoramento é definido como uma metodologia de avaliacdo da
qualidade ambiental baseada na utilizacdo de organismos vivos como indicadores
(PARMAR; RAWTANI; AGRAWAL, 2016). E aplicavel a diversas situacdes, como por
exemplo, na deteccao de altas concentracdes de flior (MALAYERI; NOORI; JAFARI,
2012), ozbnio (SMITH, 2012) e metais pesados (CARDOSO-GUSTAVSON et al.,
2016) no ar.

Também € possivel explorar a sensibilidade de plantas a certos herbicidas,
visando o desenvolvimento de bioindicadores da ocorréncia de deriva. Os estudos de
Al-Khatib et al. (1993) e Felsot et al. (1996) relatam o monitoramento a campo da
ocorréncia de herbicidas no ar, através da avaliacdo visual de fitotoxicidade em
especies sensiveis, chamadas de “plantas sentinelas”. Ao observar diferengas na
expressao de sintomas visuais e na massa seca de plantas expostas ao herbicida
clomazone volatilizado, Schreiber et al. (2013) concluiram que o sorgo foi a mais
sensivel dentre as espécies testadas. A partir de metodologias mais complexas, Kelley
et al. (2006) sugeriram que 0 aumento na expressao do gene GH3 pode ser utilizado
para detectar a exposicdo de plantas de soja a herbicidas auxinicos, e Schriibbers et
al. (2014) verificaram que o acumulo de &cido chiquimico foi um bom indicador da
deriva de glifosato em plantas de café.

A selecdo de uma espécie bioindicadora e da variavel que sera analisada,
passa pela observacao de alguns pontos: a espécie deve responder a baixas doses
do ingrediente ativo e o0s sintomas causados pela exposicdo devem ser
caracteristicos, a fim de evitar falhas no diagnostico (AL-KHATIB et al., 1993). Além
disso, de acordo com Nunes e Vidal (2009), é preferivel que a espécie apresente
elevada taxa de crescimento (que permite a rapida visualiza¢do dos sintomas), ampla
distribuicdo geografica (para que o monitoramento possa ser realizado em diversas
localidades) e homogeneidade genética (para diminuir a variabilidade nos resultados).

Deve-se ter em mente que esta abordagem ndo prové informacdes exatas da
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identidade e quantidade do composto interceptado, mas tem como principais
beneficios a simplicidade, baixo custo e eficiéncia.

Apesar de nao se tratar de um assunto recente, o uso de plantas bioindicadoras
da presenca de herbicidas no ar ainda € pouco explorado, e os trabalhos citados
anteriormente representam alguns dos poucos exemplos disponiveis na literatura.
Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes espécies olericolas quanto
a sua aplicabilidade como planta sentinela para o herbicida 2,4-D (ou acido 2,4-
diclorofenoxiacético). A escolha do herbicida foi baseada em quatro critérios: a) sua
ampla utilizacdo para manejo de plantas daninhas de dificil controle; b) a recente
aprovacdo da tecnologia Enlist, que possivelmente aumentard a utilizacdo deste
ingrediente ativo; c) sintomatologia de facil identificacédo, e d) escassez de trabalhos

de monitoramento, seja ativa ou passivamente.

4.2 Materiais e métodos

Inicialmente, foi conduzido ensaio exploratdrio de deriva simulada com diversas
espécies olericolas, a fim de observar diferencas expressivas de sensibilidade a sub-
doses do herbicida 2,4-D (Experimento ). Posteriormente, ap0s a identificacdo das
espécies com maior capacidade de expressar sintomas, objetivou-se a comparacao
da sensibilidade das mesmas ao 2,4-D através de experimento de curvas dose-
resposta (Experimento IlI). Ambos ensaios foram conduzidos em casa de vegetacao,
pertencente ao Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel (FAEM), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), no municipio de Capéo
do Ledo - RS.

Experimento | — Avaliacdo preliminar da sensibilidade de espécies olericolas a
subdoses do herbicida 2,4-D

O primeiro experimento foi conduzido nos meses de setembro a novembro de
2015, em esquema bifatorial (15 x 10) e delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repetigdes. O fator A foi representado pelas espécies, e o fator B, pelas doses

do herbicida 2,4-D, conforme apresentado na tabela 6. Em todos os tratamentos, com
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excecao da testemunha sem aplicacdo, foi adicionado 6leo mineral na concentracédo
de 0,5% v/v.

Tabela 6 - Descricdo dos tratamentos utilizados (Fator A: espécies e Fator B: doses de 2,4-D) no
experimento |

Fator A Fator B
Espécie Nome popular Cultivar’ Dose (g ea.ha™) Dose (%)
Beta vulgaris Beterraba Maravilha 40.20 4
Brassica oleracea var. botrytis ~ Couve Quatro estacdes 30.15 3
Brassica oleracea var. capitata Repolho Coracéao de boi gigante 20.10 2
Brassica oleracea var. italica Brocolis Ramoso santana 10.05 1
Citrullus lanatus Melancia Crimson sweet 5.025 0.5
Cucumis melo Meldo Amarelo 25125 0.25
Cucumis sativus Pepino Verde comprido 1.2563 0.125
Cucurbita moschata Abébora Menina brasileira 0.6281 0.0625
Cucurbita maxima Moranga Exposicao 0.3141 0.03125
Cucurbita pepo Abobrinha Caserta italiana 0.1570 0.015625
Daucus carota Cenoura Nantes calibrada média 0.0785 0.0078125
Lactuca sativa Alface Regina 0 0
Petroselinum crispum Salsa Lisa - -
Raphanus sativus Rabanete Vip crimson - -
Solanum lycopersicum Tomate Gaucho - -

1 Porcentagem calculada em relagéo a dose comercialmente utilizada de 1005 g ea.ha-1
2 Sementes produzidas pela empresa Feltrin Sementes

As espécies foram escolhidas de acordo com a sensibilidade esperada ao
herbicida, a facilidade de obtencdo de sementes e mudas e devido a possibilidade de
plantio em varias épocas do ano. Estes fatores justificam, por exemplo, a auséncia de
gramineas (pois o 2,4-D € um latifolicida, e portanto, seletivo a plantas de folha
estreita) e a presenca de espécies como salsa, repolho e alface (que podem ser
cultivadas durante o ano todo).

Em torno de dez sementes foram semeadas diretamente em copos plasticos
de 700mL capacidade, contendo uma mistura de solo e substrato comercial (S-10
Beifort, Garibaldi/RS), na propor¢cdo de 3:1. O solo utilizado no experimento foi
coletado do horizonte A de uma area do Centro Agropecuario da Palma pertencente
a FAEM/UFPel, e apresentava as seguintes caracteristicas, de acordo com analise
realizada pelo Laboratério de Analise de Solos da UFPel: pH agua (1:1) = 5,7; CTC

pH7 = 7,0cmolc.dm3; matéria organica = 1,93%; argila = 14%; textura = 4; Ca =

3,dcmolc.dm3; Mg = 1,2cmolc.dm3; Al trocavel = 0,1cmolc.dm=; P-Mehlich

23,3mg.dm3; K trocavel = 51mg.dm3,
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Apés o estabelecimento das plantulas efetuou-se o desbaste das mesmas,
padronizando-se o numero de plantas por vaso em torno de trés a quatro. Cada vaso
com as respectivas plantas foi considerado como uma unidade experimental. Quando
as plantas apresentavam em torno de trés a quatro folhas verdadeiras, a aplicacao
dos tratamentos foi realizada com o auxilio de um equipamento costal pressurizado a
CO:2 e equipado com pontas do tipo leque (Teejet XR 110.015) espacadas entre si a
50cm, calibrado para depositar 150L.hat. Por ocasido da aplicacdo, as condicdes
meteoroldgicas eram: umidade relativa do ar = 79%; temperatura = 19,7°C e
velocidade do vento = 2,7 km.h2,

Foram efetuadas avaliacdes visuais de fitotoxicidade aos 7, 14, 21 e 28 dias
apos a aplicacéo (DAA), utilizando-se escala de 0 a 100%, onde zero corresponde a
auséncia de sintomas e 100%, a morte das plantas (FRANS et al., 1986). A escolha
das espécies para o experimento Il foi baseada na observacdo da menor dose
causadora de sintomas de fitotoxicidade (~15%) apds sete dias da aplicacao,

conforme descrito na tabela 7.

Tabela 7 - Relacdo das espécies e respectivas doses que causaram 0S primeiros sintomas
diagnosticaveis de toxicidade aos sete dias ap6s aplicagdo, em resposta a aplicacéo de sub-doses do
herbicida 2,4-D

Espécie Nome popular Dose (%)
Beta vulgaris Beterraba 0.0625
Brassica oleracea var. capitata Repolho 0.0625
Cucurbita moschata Abodbora 0.0625
Daucus carota Cenoura 0.0625
Brassica oleracea var. italica Brocolis 0.125
Solanum lycopersicum Tomate 0.125
Brassica oleracea var. botrytis Couve 0.25
Lactuca sativa Alface 0.25
Petroselinum crispum Salsa 0.25
Raphanus sativus Rabanete 0.25
Citrullus lanatus Melancia 1
Cucumis melo Melao 1
Cucumis sativus Pepino 1
Cucurbita maxima Moranga 1
Cucurbita pepo Abobrinha 1

As espécies cujos sintomas apareceram na dose correspondente a 0,5% ou

menos, foram selecionadas para o experimento Il.
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Experimento Il — Sensibilidade de diferentes espécies olericolas ao herbicida
2,4-D

O segundo experimento foi conduzido nos meses de julho a setembro de 2017,
em esquema bifatorial (10 X 10) e delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes. A descricdo dos tratamentos encontra-se na tabela 8. A calda de todos os
tratamentos aplicados, com excecdo da testemunha, foi adicionado 6leo vegetal na

concentracéo de 0,5% v/v.

Tabela 8 - Descri¢éo dos tratamentos utilizados (Fator A: espécie, Fator B: dose) no experimento Il

Fator A Fator B
Espécie Nome popular Cultivar Dose (g ea.ha™®) Dose (%)
Beta vulgaris Beterraba Maravilha 1005 100
Brassica oleracea var. botrytis  Couve Quatro estagfes 502.50 50
Brassica oleracea var. capitata Repolho Coracéo de boi gigante 251.25 25
Brassica oleracea var. italica Brocolis Ramoso santana 125.63 125
Cucurbita moschata Abdbora Menina brasileira 62.813 6.25
Daucus carota Cenoura Nantes calibrada média 31.406 3.125
Lactuca sativa Alface Regina 15.703 1.5625
Petroselinum crispum Salsa Lisa 7.852 0.78125
Raphanus sativus Rabanete Vip crimson 3.926 0.39063
Solanum lycopersicum Tomate Gaucho 0 0

Para obtencdo das plantas utilizadas no ensaio, as espécies foram semeadas
em bandejas de isopor de 100 células preenchidas com substrato comercial e
irrigadas com o auxilio de regador a cada dois dias, até o transplante das mudas que
ocorreu cerca de 40 dias ap6s a semeadura. Cada muda foi transplantada
individualmente para vasos plasticos de 1L de capacidade, preenchidos com 1,1kg de
uma mistura de solo e substrato comercial, na proporcéo de 3:1. Cada vaso contendo
uma planta foi considerado uma unidade experimental. O solo utilizado no
experimento foi coletado na mesma localidade do solo coletado para o experimento
anterior; as caracteristicas quimicas apresentadas, portanto, sdo equivalentes.

Quando as plantas apresentavam de quatro a cinco folhas verdadeiras,
realizou-se a aplicacdo dos tratamentos com o equipamento costal ja previamente
descrito. Na ocasido, a umidade relativa do ar era 92%, a temperatura era 7,7°C e a

velocidade do vento foi de 1,8 km.h1.
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As variaveis analisadas foram fitotoxicidade, através de avaliagdes visuais aos
7, 14, 21 e 28 dias apoés aplicacdo (DAA), e massa seca da parte aérea (MSPA).
Utilizou-se escala de 0 a 100% nas avaliacGes visuais de fitotoxicidade, onde 0%
corresponde a auséncia de sintomas e 100% a morte da planta (FRANS et al., 1986).
Aos 28 DAA as plantas foram seccionadas rente ao solo e acondicionadas
individualmente em sacos de papel, e em seguida, levadas a estufa com circulagéo
forcada de ar a 60°C. As amostras foram mantidas na estufa até que atingissem peso
constante, quando efetuou-se a pesagem das mesmas.

Os dados de fitotoxicidade aos sete dias apés aplicacdo (Fito7DAA) e MSPA
foram ajustados ao modelo de regressdo ndo-linear do tipo log-logistico de quatro
parametros (RITZ; STREIBIG, 2005), utilizando-se o software R (R CORE TEAM,
2017) e o pacote drc (versao 2.5-12), conforme equagao abaixo:

d—c
A exp b {[log(x) —log(e)]}

y:

“, ",

Onde: y = variavel resposta; b = declividade da curva em torno de “e”; ¢ = limite
inferior da curva; d = limite superior da curva; e = valor de x que causa 50% de reducao
na variavel resposta (lso).

O ajuste dos dados ao modelo foi avaliado através do teste de falta de ajuste
(Lack-of-fit test, funcdo modelFit) e da significancia estatistica dos parametros
estimados. Além disso, observou-se graficamente a homocedasticidade e
normalidade da distribuicdo dos residuos. Em caso de falta de ajuste, utilizou-se a
funcdo mselect para verificar a possibilidade de utilizacdo de um modelo alternativo.
Nos casos onde o ajuste foi satisfatério, utilizou-se a funcdo ED para estimar a Czs
(dose necessaria para causar 25% de fitotoxicidade) e MSPA2s (dose necessaria para
reduzir a MSPA em 25%), com os respectivos intervalos de confianca (IC) a 5% de
probabilidade de erro. A comparacao entre espécies foi realizada observando-se a

sobreposicao dos intervalos de confianca dos parametros.

4.3 Resultados e discussao
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Todas as plantas apresentaram sintomatologia caracteristica de exposi¢cédo a
herbicidas auxinicos, que j& foi descrita em trabalhos como o de Cobb e Reade (2010)
e Sciumbiato et al. (2004). Alguns dos sintomas observados, em escala crescente de
fitotoxicidade, foram: leves ondulagbes e retorcimentos nas margens das folhas,

engrossamento do caule, epinastia nos peciolos, epinastia no caule, paralisacédo do

crescimento, perda de turgidez, necrose, senescéncia de tecidos e morte da planta
(figura 11).

Figura 11 - Exemplos de sintomas caracteristicos de herbicidas auxinicos, observados em plantas de
(A) alface, (B) repolho, (C) salsa, (D) tomate, (E) beterraba. Capéo do Ledo, 2017.

Embora a fitotoxicidade tenha sido avaliada em quatro oportunidades, somente
a avaliacdo de 7DAA sera discutida, haja visto que em um cenario real de
monitoramento, a rapida visualizacdo dos sintomas aumentaria a possibilidade de
identificacdo da fonte de contaminacéo e da tomada de medidas mitigatorias, quando
o fosse necessario.

Para as variaveis Fito7DAA e MSPA, respectivamente oito e trés espécies
apresentaram dados com ajuste aceitavel ao modelo proposto (tabela 9). Para a
variavel Fito7DAA da espécie tomate, foi proposto um modelo alternativo: o Weibulll
de trés parametros. Este modelo é similar ao Log-logistico utilizado anteriormente,
porém o valor de “C” (limite inferior) é fixado em 0; os demais parametros permanecem

inalterados.
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Tabela 9 - ParAmetros estimados e significAncia (valor de p) para o teste de falta de ajuste, para as
diferentes curvas ajustadas ao modelo log-logistico
Variavel Fito7DAA
b C D e p
Abbbora® -0,851 -1,372 64,418 157,778 0,020
Alface -1,476 0,705 90,252 23,492 0,495
Beterraba -0,785 -0,861 95,843 102,719 0,685
Brocolis -1,373 -2,725 76,637 61,300 0,065
Cenoura -1,188 -1,730 88,776 44,174 0,150
Couve -0,799 -2,522 56,531 102,160 0,438
Rabanete -1,034 -2,586 90,240 82,841 0,418
Repolho -0,989 0,321 95,762 72,300 0,995
Salsa -0,842 -1,940 85,052 75,780 0,653
Tomate3 -0,373 - 112,252 43552 0,061
Variavel MSPA
Alface 1,323 0,427 4,810 3,741 1,000
Beterraba? 1,498 0,730 2401 12,868 0,877
Brécolis® 0,463 -0,234 7,121 120,297 0,738
Cenoura 2,909 0,737 3,700 13,765 0,909
Couve? 1,117 3,108 9,285 26,542 0,308
Rabanete? 1,108 2,311 9,626 10,322 0,921
F\’epolho2 1,890 1,397 5215 17,919 0,505
Salsa? 0,265 -0,635 1,276 119,135 0,356
Tomate 0,915 3,712 10,884 13529 0,149

1 teste para falta de ajuste significativo (p<0,05)
2 parametros estatisticamente iguais a zero (p>0,05)
3 ajustado ao modelo Weibull 1 de trés pardmetros

Espécie

A falta de ajuste pode ter ocorrido devido a baixa toxicidade proporcionada
mesmo pela dose mais alta testada e também pelo aumento pouco pronunciado dos
sintomas em resposta as doses, decorrente da prépria natureza do ensaio (com
predominéancia de doses sub letais). De acordo com Streibig e Green (2017) a Iso € a
estimativa de maior acuracia da sensibilidade de um individuo, pois encontra-se na
regido da curva onde 0os menores intervalos de confianca sdo observados: a zona de
resposta linear, situada entre os dois limites da curva sigmoide. O parametro “b”
corresponde a inclinacdo desta reta. Quando a variavel analisada responde
suavemente a variavel independente, ou os limites superior e inferior da curva estao

muito proximos, os valores estimados de “b” sdo baixos e a Iso tem sua acuracia
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diminuida, podendo resultar na falta de ajuste. Além disso, o proprio mecanismo de
acdo do 2,4-D pode ter contribuido para a falta de ajuste, uma vez que doses sub-
letais de herbicidas auxinicos podem estimular a diviséo celular ao invés de inibi-la.

Tendo em vista que as doses de 2,4-D usualmente utilizadas a campo situam-
se na faixa de 670 a 1340g ea.ha, e que o maior valor de Iso estimado foi de apenas
102,7g ea.ha! para as espécies com ajuste, é possivel supor que estas plantas seriam
facilmente controladas por uma aplicacdo do herbicida. De fato, passados 28DAA,
todas as espécies apresentaram niveis de fitotoxicidade proximos de 100% nas doses
mais elevadas (dados ndo apresentados).

Entretanto, mais importante do que tratar a respeito da efetividade de uma
suposta aplicacdo do herbicida nestas espécies, é a capacidade de expressdo de
sintomas nas doses mais baixas. Neste sentido, a comparacéo entre as Czs traz dois
principais beneficios: a predicdo da fitotoxicidade em doses mais proximas do que
ocorre nos eventos de deriva, e a observacéo de sintomas nao tao singelos como o0s
observados em concentracfes ainda mais baixas. Os valores estimados de Cazs e
MSPA2s, com os respectivos IC a nivel de 95% de probabilidade, estéo ilustrados na

figura 12.
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Figura 12 - Valores de 125 estimados para as variaveis Massa Seca da Parte Aérea e Fitotoxicidade
aos sete dias ap6és aplicacédo, com as correspondentes porcentagens em relagdo a dose cheia (1005 g
ea.ha?). Capao do Ledo, 2017.

Podemos notar que, considerando os intervalos de confianga, os valores de I2s
situaram-se na faixa de 7,8 a 42,9 g ea.ha! para a variavel Fito7DAA, e de 1,77 a 14,6
g ea.ha! para a variavel MSPA (figura 12). Na espécie alface, embora o ajuste tenha
sido aceitavel, o IC do parametro MSPA2s englobou o valor “zero” e portanto néo é
significativo. Nota-se que a ordem de sensibilidade para as espécies alface, cenoura
e tomate foi alterada de acordo com a variavel analisada, apesar de que as estimativas
de C2s e MSPA2s tenham sido proximas. Para a espécie cenoura, ndo houve diferenca
estatistica entre estes dois parametros. Knezevic, Streibig e Ritz (2007) sustentam
que os parametros podem ser influenciados tanto pela varidvel analisada quanto pela
época de avaliacdo. Dessa forma, as diferencas constatadas entre os valores de Czs
e MSPA2s5 nas espécies alface e tomate podem ser consideradas normais.

Em termos percentuais, os valores estimados de Czs correspondem a 0,8 e
4,3% de uma aplicacdo na dose de 1005g ea.ha, comumente utilizada. Grover,
Maybank e Yoshida (1972) encontraram valores de deriva na faixa de 3 a 4% do
aplicado para o mesmo ingrediente ativo, em condi¢c6es de campo. J& Carlsen, Spliid
e Svensmark (2006b) encontraram perdas de até 0,7% do aplicado a mais de 5m de
distancia da faixa da aplicacdo, mesmo com o uso de bicos anti-deriva. Em ambos os
casos, especies utilizadas neste trabalho poderiam indicar a presenca do herbicida
com danos significativos. Ainda que tenha havido predominio na transposi¢cao dos
intervalos de confianca dos parametros, algumas diferencas podem ser notadas,
como a alface diferindo do repolho, couve e rabanete.

Conforme atestado anteriormente, poucos trabalhos visam identificar plantas
sentinelas para este herbicida. Porém, ha abundancia de relatos a respeito do efeito
do 2,4-D em organismos nao-alvo. Wall (1996), por exemplo, avaliou o efeito da deriva
simulada sobre a produtividade e percentual de injlria em cinco diferentes espécies,
onde verificou-se a seguinte ordem decrescente de sensibilidade: girassol > lentilha =
canola > trigo sarraceno > ervilha. A maior dose testada (241,2g ea.ha) causou morte
das plantas de girassol mas apenas danos leves (24%) nas plantas de ervilha, sem
prejuizos a produtividade. Hemphill e Montgomery (1981) afirmam que, em alface,

sintomas foliares ndo foram evidentes nas aplicacdes menores que 208g ea.hat, o
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que vai contra o presente estudo onde a alface mostrou-se uma das mais sensiveis
ao 2,4-D. Ainda de acordo com os autores, a produtividade de plantas de brécolis e
couve apos aplicacdo de 104g ea.ha'! ndo foi alterada significativamente, e o
rendimento de plantas de repolho so6 foi suprimido por doses maiores ou iguais a 2089
ea.hal. Estas diferencas podem estar relacionadas com o estadio de
desenvolvimento por ocasido da aplicacdo, pela conducdo a campo dos experimentos
ou por possiveis diferencas na sensibilidade entre cultivares da mesma espécie.

Embora o foco até o0 momento tenha sido a comparacdo entre doses que
causam determinado nivel de injaria nas espécies (Czs), pode-se também levar em
consideracdo caracteristicas morfolégicas das plantas, pois as mesmas estdo
diretamente relacionadas com a facilidade na observacao dos sintomas. Por exemplo,
embora a sensibilidade da cenoura tenha se assemelhado com a do tomate, os
sintomas em um mesmo nivel de dano sao mais facilmente percebidos nas plantas de
tomate. O caule das plantas de cenoura € pouco perceptivel e situa-se logo acima da
superficie do solo; ja nas plantas de tomate, o caule € ereto e visivel, permitindo a facil
identificacdo de sintomas nestes 6rgaos. As plantas de alface apresentam caule mais
pronunciado do que as plantas de cenoura, porém € densamente coberto pelas folhas.
Estas caracteristicas ndo impedem sua utilizagdo como bioindicadoras, mas requerem
uma maior atencdo para analise dos sintomas.

Por fim, é necessario ressaltar que embora os sintomas causados pelo
herbicida 2,4-D sejam caracteristicos, a distincdo do mesmo entre 0os demais
herbicidas auxinicos ndo é possivel de ser realizada visualmente. Em uma situacao
real de monitoramento, somente através de métodos mais sofisticados seria possivel
confirmar a identidade do composto. Todavia, para 0 que se espera do
biomonitoramento (simplicidade e baixo custo), pode-se considerar que as espécies
agui estudadas seriam eficientes na deteccéo da presenca do herbicida 2,4-D, mesmo

em doses reduzidas como as que ocorrem nos eventos de deriva.

4.4 Conclusdes

Todas as espécies estudadas expressaram sintomas caracteristicos de

herbicidas mimetizadores da auxina.
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Somente uma pequena variagdo nos valores de C2s foi observada, de modo
geral, indicando sensibilidade similar entre as espécies.

A ocorréncia de deriva do herbicida 2,4-D poderia ser diagnosticada por todas
as espeécies estudadas em maior ou menor grau, porém as plantas de tomate
representam a melhor alternativa, aliando sensibilidade a caracteristicas morfologicas

que permitem a facil visualiza¢do dos sintomas.
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5 Capitulo IV — Desenvolvimento de coletor passivo para monitoramento da

ocorréncia do herbicida 2,4-D no ar

5.1 Introducéo

No ambito da dindmica de herbicidas, o termo “dissipag¢ao” pode ser definido
como o0 desaparecimento de um composto no ambiente resultante do efeito
combinado entre processos de transporte (lixiviacdo, volatilizacdo, escorrimento
superficial, etc.) e degradacéo (degradacdo microbiana, fotdlise, hidrdlise, etc.) (DIEZ;
BARRADO, 2010). Dentre estes, a volatilizacdo corresponde a principal forma de
contaminacao do ar atmosférico e é definida como o processo fisico-quimico através
do qual um composto é transferido a fase gasosa, resultado da evaporacao da fase
liquida ou sublimacéo da fase sdlida (BEDOS et al., 2002). Além disso, a presenca de
agrotoxicos no ar pode ser resultado da evaporacado de gotas antes que as mesmas
sejam interceptadas pelas plantas ou solo (o que chamamos de deriva) (BEDOS et al.
2002), ou pelo arraste por acdo do vento de particulas do solo que contenham
agrotoxicos sorvidos (FORERO et al., 2017).

Uma vez na atmosfera, o agrotoxico tende a ser transportado a longas
distancias até que seja depositado sobre ou interceptado por alguma superficie. O ar
contaminado representa uma importante via de exposicdo de seres humanos e
animais aos agrotoxicos, e a agua da chuva pode ser contaminada pelas moléculas
em suspensao. Diversos problemas ocasionados pela ocorréncia de agrotoxicos no
ar ja foram relatados, conforme descrito nas revisdes de Aktar, Sengupta e Chodhury
(2009) e Pimentel (1995). Independentemente de sua origem, a presenca de
herbicidas no ar representa um risco a saude humana e a biodiversidade e deve ser

investigada.
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A concentracdo dos agrotoxicos no ar € varidvel ao longo do tempo e
geralmente muito baixa, por isso técnicas adequadas de amostragem e pré-
concentracdo sao necessarias para que a sensibilidade dos instrumentos analiticos
utilizados nas analises seja alcancada (YUSA et al., 2009). As principais técnicas
podem ser agrupadas em duas categorias: uso de coletores ativos ou passivos.

De acordo com Woolfenden (2010), a amostragem ativa é caracterizada pela
utilizacao de cartuchos (contendo um ou mais materiais sorbentes) acoplados a uma
bomba de succéo, que forca a passagem de ar pelo cartucho a um fluxo constante. A
possibilidade de uso de mais de um tipo de sorbente dentro do cartucho aliado ao
fluxo constante de ar pelo mesmo propicia elevada versatilidade para o método, porém
a necessidade de energia elétrica para funcionamento das bombas é um entrave para
sua utilizacdo (principalmente para prolongados periodos de monitoramento ou em
regides de dificil acesso), assim como o alto custo dos equipamentos.

J4 os amostradores passivos sao dispositivos que coletam substancias
guimicas da atmosfera sem a necessidade de uma bomba (por isso sdo também
chamados de amostradores difusivos), e contém um meio (material sorbente) com alta
afinidade e capacidade de retencéo pelos analitos que se deseja estudar (ZABIEGALA
et al., 2010). Na literatura é possivel encontrar varios modelos de coletor passivo com
diferentes propdsitos descritos. Por exemplo, Harner et al. (2003) e Jaward et al.
(2004) desenvolveram dois coletores de desenho semelhante (figura 13), mas
utilizando polimero EVA e espuma de poliuretano como sorbentes, respectivamente.
Ja Wania et al. (2003) desenvolveram coletor a base da resina XAD-2 disposta no
interior de um tubo de metal finamente perfurado, para monitoramento da presenca
de poluentes organicos persistentes no ar. Algumas desvantagens da amostragem
passiva sdo o dificil estabelecimento da correlacao entre a concentracdo no coletor e
no ar, a avaliacado da influéncia das condigcées ambientais na sor¢do dos compostos
monitorados (KLANOVA et al., 2008; FRANCISCO; HARNER; ENG, 2017) e da
degradagéo dos compostos sorvidos ao longo do tempo (MELYMUK et al., 2017). No
entanto, por serem baratos, simples e possiveis de serem utilizados durante longos
periodos de tempo, o0s coletores passivos sdo consideradas excelentes ferramentas

para 0 monitoramento ambiental de compostos quimicos, como 0s agrotoxicos.
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Figura 13 - Amostradores passivos propostos por Harner et al. (2003) e Jaward et al. (2004).

O monitoramento ambiental através do uso de coletores requer que métodos
eficientes de extracdo sejam determinados, para que a molécula em estudo possa ser
quantificada ap6s o periodo de sorcdo. A extracdo geralmente consiste no uso de
solventes organicos e diferentes técnicas que variam em custo e eficiéncia (RAYNIE,
2006). O método de Soxhlet € um dos mais utilizados pela sua simplicidade e baixo
custo, porém tem como desvantagens a elevada quantidade de solvente utilizado e o
tempo de extracao, que pode chegar até 24 horas (YUSA et al., 2009). Métodos como
0 uso de ultrassom (LAMMEL et al., 2007) ou a simples imersdo em solvente
(HARNER et al., 2003) podem ser alternativas viaveis.

Uma caracteristica comum a amostradores passivos e ativos € a classe de
compostos monitorados por estes dispositivos. Embora existam excec¢des, a maioria
dos estudos de monitoramento envolvem poluentes organicos persistentes como as
dioxinas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, bifenilas policloradas, difenil éteres
polibromados e agrotéxicos organoclorados (NAMIESNIK et al., 2005; COSCOLLA;
YUSA, 2016). Essas moléculas apresentam caracteristicas em comum que facilitam
seu monitoramento, dentre elas a elevada apolaridade, fazendo com que qualquer
material apolar seja um potencial candidato a sorbente. De fato, existem amostradores
passivos cujos materiais sorbentes séo lipideos: a tristearina, utilizada por Mller et
al. (2000), e a trioleina, utilizado por Huckins, Tubergen e Manaweera (1990). Por este
motivo, a maior parte dos coletores passivos ja desenvolvidos até o momento nao se
aplica ao monitoramento de moléculas de carater mais hidrofilico, como séo a maioria

dos agrotéxicos atualmente utilizados.
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No Brasil uma mudancga no cenario da utilizacdo de herbicidas esta em vias de
ocorrer e 0s possiveis impactos negativos sao ainda desconhecidos. O baixo custo
dos herbicidas a base de 2,4-D aliado ao elevado controle que estes proporcionam o
faz um dos ingredientes ativos mais importantes no atual manejo integrado de plantas
daninhas. Além disso, recentemente foi aprovada no pais a tecnologia Enlist, que
consiste de cultivares de soja, algodao e milho tolerantes ao 2,4-D, assim como uma
nova formulacédo deste herbicida. Em um primeiro momento, podem ser esperadas
duas consequéncias: 0 aumento na utilizacdo deste herbicida, e principalmente a
extensdo do periodo de aplicacdo do mesmo, uma vez que este podera ser aplicado
em pos-emergéncia das culturas. A aplicacdo desta nova formulacdo podera ocorrer
em periodos de maior temperatura e menor umidade relativa do ar, condi¢des estas
gue podem favorecer as perdas durante e apés a aplicacdo e resultar no transporte
do ingrediente ativo para a atmosfera. Deste forma, o objetivo deste trabalho foi

desenvolver um coletor passivo para monitoramento do herbicida 2,4-D no ar.

5.2 Materiais e métodos

Para a realizacdo deste estudo, foram realizados trés experimentos no
Laboratério de Dinamica Ambiental de Herbicidas, pertencente ao Centro de
Herbologia (CEHERB), da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel/Universidade
Federal de Pelotas. Em um primeiro momento, testou-se diferentes materiais
sorbentes quanto sua afinidade com o herbicida, em solugcbes aquosas de
concentracdo conhecida. Posteriormente, testou-se diferentes métodos de extracdo e
solventes para a retirada do 2,4-D sorvido. Além disso, testes da eficiéncia de extragéo
foram conduzidos. Por ultimo, propdés-se um protétipo do coletor passivo a ser

posteriormente validado.

Experimento 1 — Sorgédo do herbicida 2,4-D em diferentes materiais sorbentes

O experimento foi conduzido em setembro de 2016, no delineamento
inteiramente casualizado. Foram testados quanto a eficiéncia de sor¢do do herbicida
2,4-D em uma solucdo aquosa diferentes materiais sorbentes, sendo estes

considerados os tratamentos do ensaio. Os materiais incluiram quatro sorbentes
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comerciais utilizados para extracdo em fase solida (C18, Strata X-A, Alumina, Carvao
Ativado) e quatro bioadsorbentes preparados a partir de frutos de Jeriva (Syagrus
romanzoffiana). Os bioadsorbentes foram fornecidos pelo Prof. Dr. Fernando
Machado Machado (Engenharia de Materiais — UFPel), e consistiram das fibras ou do
endocarpo de frutos de Jeriva, secos e triturados em moinho de facas, e passados ou
nao em peneira 32mesh.

Inicialmente, preparou-se solucdo de 2,4-D em agua destilada, na
concentracao inicial de 2ppm. Foram colocados 50mL desta solucdo em tubos Falcon
de poliprepileno, e adicionados 125mg de material sorbente, sendo que cada tubo
recebeu somente um tipo de material. Considerou-se como unidade experimental um
Falcon contendo a solucéo de 2,4-D mais 125mg de sorbente. Os tratamentos foram
compostos por trés repeticbes. Os tubos foram tampados e agitados por 24 horas a
240rpm (agitador orbital Kline NT 150, Weberlab), mantidos a temperatura ambiente.

Apbs o periodo de agitacdo, retirou-se uma aliquota para quantificacdo do
herbicida remanescente na solucdo. As aliquotas foram filtradas com filtro de seringa
PTFE 0,2um e colocadas em vials previamente identificados, permanecendo
refrigeradas até o momento da analise.

As analises foram realizadas no Laboratério de Cromatografia e Espectrometria
de Massas (LaCEM), pertencente ao Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (DCTA — FAEM/UFPel). Para a identificacdo e quantificacdo do herbicida
2,4-D foi utilizado cromatografo liquido (UFLC, Shimadzu, Japdo) acoplado a
espectrometro de massas de alta resolucéo do tipo quadrupolo-tempo de voo (Maxis
Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a separacdo cromatografica foi
utilizada a coluna HyperClone ODS 3um (C18, 150mmx2mm, Phenomenex). As fases
moveis utilizadas foram agua ultrapura (A) e acetonitrila (B), ambas acidificadas com
0,1% de &cido férmico (HILDLE, 2015). O gradiente de elui¢éo utilizado foi de 5% de
B até 3 min, 100% de 3 a 9 min e 5% B de 9 a 15 min. O fluxo foi de 0,2 mL.minl e a
temperatura da coluna foi mantida a 30°C. O espectrometro de massas foi operado
no modo ESI negativo, com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de
m/z 50 a 700. Os parametros de aquisicdo foram: voltagem do capilar em 4 kV,
pressdo do gas de nebulizacdo (N2) de 2 bar, gas de secagem em 8 L.min%,
temperatura da fonte de 180°C, colisdo de RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e

armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de
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sédio 10mM, cobrindo toda a faixa de aquisicdo (de m/z 50 até 700). Além disso,
experimentos automaticos de MS/MS foram realizados ajustando os valores de
energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV
e usando nitrogénio como gas de colisdo. As solucdes estoque para preparo da curva
de calibragéo foram feitas em acetonitrila na faixa linear de concentracao de 0,03 a
4,0 ug.mL?, sendo que a curva apresentou R? = 0,998. O limite de deteccdo e
quantificagdo do método foram de 0,0052 e 0,0159 ug.mL™?, respectivamente.

De posse dos dados de concentracéo final do 2,4-D, calculou-se a eficiéncia de

sorcao dos materiais através da seguinte formula:

Co— Gy

Sorcio (%) = c
0

x 100

Onde: Co e Ci1 correspondem a concentracdo inicial e final de 2,4-D,
respectivamente, em ppm.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e os residuos
foram avaliados graficamente quanto a homocedasticidade e normalidade da
distribuicdo. Uma vez que os pressupostos da ANOVA ndo foram atendidos, a
comparacao entre os tratamentos foi realizada com base nos intervalos de confianca
(IC) de suas médias. Para o célculo dos IC, utilizou-se a técnica de bootstrapping
descrita por Efron e Tibshirani (1986). O método escolhido foi o Bias-corrected and
accelerated, uma vez que este é o que melhor lida com conjunto de dados pequenos
e tolera desvios de normalidade (MANGIAFICO, 2016). Os IC foram calculados com
500 reamostragens, a 95% de probabilidade, com o auxilio do software R (R CORE
TEAM, 2017) e o pacote Rcompanion (versdo 1.10.1). A sobreposi¢ao dos intervalos
de confianca entre as médias representa igualdade estatistica entre as mesmas.

Os sorbentes mais eficientes foram selecionados para o0s experimentos

posteriores.

Experimento 2 — Métodos para extra¢cdo do herbicida 2,4-D sorvido

Visando determinar o método mais efetivo para extracdo do 2,4-D sorvido,
realizou-se experimento em maio de 2017. A primeira etapa deste experimento

consistiu da replicacdo do experimento anterior visando a obtencdo do sorbente
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contendo o herbicida, porém, desta vez somente um material foi utilizado (Strata X-A,
Phenomenex).

Apos o periodo de agitacédo, as amostras foram filtradas individualmente com o
auxilio de um sistema a vacuo e filtros de fibra de vidro para recuperacéo do sorbente
em suspensao. Os filtros contendo Strata X-A recuperado foram secos em estufa a
35°C e aliquotas de 100mg foram pesadas e transferidas para tubos Falcon. A estas
aliquotas foram aplicados os tratamentos.

O experimento foi conduzido em DIC no esquema bifatorial (2x3), onde o fator
A foi representado pelos métodos de extracéo e o fator B, pelos solventes. Os métodos
testados foram agitacao (agitador Kline, NT 150 — Weberlab, 240rpm) ou sonicacéo
(banho de limpeza ultrassom, Q3355D — Quimis, 40KHz), ambos durante dez minutos.
O solventes foram: agua destilada, acetonitrila (Synth) ou metanol (Synth), todos no
volume de 10mL. Considerou-se como unidade experimental um Falcon contendo
100mg de Strata X-A com 2,4-D sorvido + 10mL de solvente. A escolha dos solventes
e métodos foi baseada na facilidade de utilizacdo/obtencdo e por estes serem
usualmente utilizados quando a quantificacdo do extrato € realizada em HPLC
(HARPER, 2000).

Passados os dez minutos estabelecidos para extracdo do 2,4-D, uma aliquota
de cada amostra foi transferida para vial apos filtragem com filtro de seringa PTFE. As
mesmas foram armazenadas em refrigerador até que fossem analisadas.

A quantificacdo do 2,4-D extraido foi realizada pelo Laboratério de Andlises de
Residuos de Pesticidas, da Universidade Federal de Santa Maria (LARP/UFSM). O
equipamento utilizado foi cromatdgrafo liquido Varian 320-MS equipado com detector
do tipo triplo quadrupolo (TQ) Mass Spectrometer com fonte API, utilizando o modo
de ionizacao por eletronebulizacdo (Varian, EUA). Para separacdo cromatografica
utilizou-se a coluna analitica Pursuit XRs Ultra C18 100 x 2.0 mm (d. i.) e 2.8 ym
tamanho de particula. A fase movel foi composta por (A) solugdo aquosa de formiato
de amonio 5 mM e (B) metanol, com vazéo de 0,15 mL.mint. O gradiente de eluicdo
utilizado foi de 90% (A) de 0 a 3 min; alterando até 50% (A) em 4 min; 5%(A) até 8
min; 2%(A) até 11 min; 2% (A) em 11 min até 13 min; alterando até 90% (A) em 14
min, 90% (A) até 15 min. O volume de injecédo foi de 10 puL e o espectrémetro de
massas foi operado no modo ESI negativo, com relacdo m/z para ion precursor de

219 e ion produto de 160,5. O tempo de retencao foi de 8,7 minutos.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os residuos
foram avaliados graficamente quanto a homocedasticidade e normalidade da
distribuicdo. Uma vez que os pressupostos da ANOVA nao foram atendidos, a
comparacao entre os tratamentos foi realizada com base nos intervalos de confianca
(IC) de suas médias. Para o célculo dos IC, utilizou-se a técnica de bootstrapping
descrita por Efron e Tibshirani (1986). O método escolhido foi o Bias-corrected and
accelerated, o que melhor lida com conjunto de dados pequenos e tolera desvios de
normalidade (MANGIAFICO, 2016). Os IC foram calculados com 500 reamostragens,
a 95% de probabilidade, com auxilio do software R (R CORE TEAM, 2017) e pacote
Rcompanion (versdo 1.10.1). A sobreposicdo dos intervalos de confianca entre as
meédias representa igualdade estatistica entre as mesmas.

A combinacédo entre método e solvente capaz de extrair a maior quantidade do

2,4-D sorvido foi selecionado para o proximo experimento.

Experimento 3 — Eficiéncia de extracdo do herbicida 2,4-D sorvido

Com o objetivo de verificar se a quantidade extraida do herbicida esta
relacionada com a quantidade retida pelo sorbente, realizou-se em agosto de 2017
um experimento no delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos, que
foram representados pelas concentracdes iniciais das solucdes de 2,4-D: 0,1; 0,5; 1;
2; 4 e 8ppm.

Cada unidade experimental foi representada por um tubo Falcon contendo
50mL de solucédo de 2,4-D em agua destilada + 125mg do sorbente Strata X-A
(Phenomenex), e cada tratamento teve trés repeticdes. ApGs 24 horas de agitacéo, o
sorbente foi recuperado através de filtragem e seco em estufa, conforme relatado
anteriormente. Para extracdo do 2,4-D, utilizou-se o método mais efetivo de acordo
com o resultado do experimento 2 (metanol + sonicacao). Desta vez, porém, utilizou-
se 30 minutos ao invés de 10. Feito isso, aliquotas das amostras foram transferidas
para vials HPLC previamente identificados, e os mesmos foram armazenados em
geladeira até envio para analise.

Além dos extratos de metanol e com o intuito de realizar o balanco de massa
entre o herbicida sorvido e extraido, foram coletadas amostras das solu¢des de 2,4-D

antes e depois da sorgdo. Estes dados foram importantes pois, sabendo-se a
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quantidade do herbicida que encontrava-se retido no sorbente (através da diferenca
entre a concentracao inicial e final nas solugdes), foi possivel calcular a eficiéncia de
extracdo do método.

A quantificacéo do herbicida 2,4-D nos extratos de metanol e nas amostras das
solugdes foram realizadas no LARP/UFSM, conforme descrito anteriormente.

Os dados de concentracao de 2,4-D nos extratos de metanol foram convertidos
em porcentagem de extracdo, e submetidos a analise de regressao linear. Como a
regressao nao foi significativa, optou-se por demonstrar graficamente os dados e
procedeu-se o célculo do intervalo de confianca a partir de todo conjunto de dados
(n=16). J& os dados de concentragédo inicial e final em amostras de agua destilada

foram analisados através de estatistica descritiva.

5.3 Resultados e discussao

Experimento 1 — Sorcado do herbicida 2,4-D em diferentes materiais sorbentes

As médias dos valores de sor¢ao e os respectivos ICs encontram-se ilustrados
na figura 14. Primeiramente, podemos observar que os bioadsorbentes tiveram os
piores desempenhos do experimento, juntamente com a Alumina, que nao
diferenciou-se da Fibra de Jeriva passada em peneira 32mesh. Ainda, é possivel notar
gque os compostos Carvao Ativado e Strata X-A foram extremamente eficientes,
retirando o 2,4-D da solucdo em quase que sua totalidade.

A baixa eficiéncia dos bioadsorbentes pode ser explicada pela peguena
superficie de contato dos mesmos, uma vez que foram utilizados in natura e sem
passar por qualquer processo de ativacdo. Okumus et al. (2015) também testaram
bioadsorbentes para retirada de 2,4-D de solu¢des aquosas, porém obtiveram éxito.
Naquela ocasido, todavia, os autores utilizaram materiais de granulometria bem mais

fina, com particulas de trés a seis vezes menor que a testada no presente ensaio.
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Figura 14 - Médias de porcentagem de sorcdo para 0s materiais testados; as barras verticais
representam os intervalos de confian¢a a nivel de 95% de probabilidade. Capéo do Ledo, 2017.

No entanto, sorbentes de elevada superficie especifica como a Alumina e o
C18 também obtiveram um baixo desempenho, indicando que o tamanho da particula
nao € o unico fator determinante para sorcdo. As caracteristicas fisico-quimicas do
2,4-D indicam que esta molécula apresenta grande afinidade pela éagua, e
consequentemente, fraca afinidade por compostos apolares (como o C18, por
exemplo). A situacdo torna-se ainda mais clara se considerarmos o pH da solucao.
Por tratar-se de um acido fraco, a protonacdo das moléculas de 2,4-D é influenciada
pelo pH do meio. Uma vez que o pH da solucdo era maior que o pKa do herbicida (pH
6 > pKa 2,4), 0 mesmo encontrava-se principalmente na forma dissociada, que é mais

polar, e portanto, interagia fracamente com as porc6es apolares em suspenséo (figura
15).

Figura 15 - llustracdo da dissociacdo reversivel do herbicida 2,4-D; em meios acidos h& maior
concentracdo de prétons (H+) no meio, que desloca a reacdo para a esquerda, deixando a molécula
na forma protonada. Capéo do Leéo, 2017.
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Os carvoes sao reconhecidamente excelentes materiais sorbentes e possuem
aplicacdo na &rea médica (LEVY, 1982), industrial (IQBAL; ASHIQ, 2007) e ambiental
(SANTOS et al., 2014). Sao capazes de reter fortemente grandes quantidades de uma
ampla gama de compostos, e as principais propriedades que conferem aos carvoes
esta eficiéncia sdo a elevada superficie especifica e reatividade de superficie, assim
como a estrutura dos poros (MOHAMMAD-KHAH; ANSARI, 2009; NIELSEN et al.,
2014). No entanto, a alta afinidade dos carvbfes com seus adsorbatos pode
representar um aspecto negativo do ponto de vista do monitoramento ambiental, uma
vez que técnicas complexas, caras ou que envolvem o uso de solventes toxicos sejam
necessarias para a extracdo dos compostos.

O sorbente Strata X-A também foi altamente eficiente na retirada do 2,4-D da
solucéo. Este material € comercializado pela empresa Phenomenex, originalmente
designado para extracao em fase sélida de diferentes analitos, principalmente &cidos
fracos. Como pode ser observado na figura 16, o Strata X-A possui carga positiva
oriunda da amina quaternaria, que interage com as cargas dos acidos fracos
dissociados (que sdo anions, possuem carga negativa) e € a principal responsavel
pela retencdo destes analitos, embora mecanismos como particdo hidrofébica e

ligacdes 1-11 também podem existir.

Strata™-X-A
CHs
2~
/ N,
CHs L\_

Figura 16 - Polimero Strata X-A com a amina quaternaria (responsavel pela carga positiva do sorbente)
destacada em vermelho. Fonte: Phenomenex.

Embora a efetividade do carvao ativado tenha sido equivalente a do sorbente
Strata X-A, optou-se pela escolha do segundo para o prosseguir do projeto. A decisao
foi tomada com base em trés pontos: (a) a possibilidade de utilizar o sorbente para
monitoramento de outros agrotéxicos, pois a eficiéncia de retencdo esté relacionada
com o carater acido-fraco do composto, e muitos herbicidas apresentam esta
caracteristica; (b) a falta de metodologias para extracdo de adsorbatos do carvéo

ativado aliado a maior chance de encontrar métodos eficientes de extragao para o
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Strata X-A, uma vez que este é utilizado para extragdo em fase solida; (c) por questdes
de disponibilidade de material.

Experimento 2 — Métodos para extracdo do herbicida 2,4-D sorvido

A concentracao de 2,4-D nos diferentes extratos encontra-se na tabela 10.
Podemos observar qgue somente a combinacéo entre sonicacdo e metanol foi capaz

de extrair o 2,4-D retido no sorbente Strata X-A.

Tabela 10 - Concentragéo de 2,4-D ap0s extracao por diferentes métodos e solventes

Concentragéo de 2,4-D (ppm)

Método Solvente

Média IC (95%)

Acetonitrila 0 - -

Agitacdo  Agua destilada 0 - -

Metanol 0 - -

Acetonitrila 0 - -

Sonicacdo Agua destilada 0 - -
Metanol 0,034 0,016 - 0,048

A técnica de extracdo assistida por ultrassom pode ser considerada uma
“tecnologia verde”, pois pode evitar ou reduzir o uso de solventes téxicos (como
cloroférmio e dissulfeto de carbono) e diminuir a quantidade de residuos gerados.
Apesar de ser amplamente utilizada em outras areas da ciéncia (PICO, 2013;
CHEMAT et al., 2017), poucos trabalhos de monitoramento ambiental de agrotoxicos
tem utilizado desta técnica. O mecanismo por trds da extracdo ultrassdnica € o
fenbmeno de cavitacdo acustica, que define-se como a formacao e colapso de bolhas
de ar em meio aquoso causado por acao das ondas (TIWARI, 2015). Embora este
seja um fendmeno fisico, pode haver influéncia sobre reacdes e ligacdes quimicas
(MARTINES; DAVOLOS; JAFELICCI JUNIOR, 2000), como as responsaveis pela
sorcao do 2,4-D pelo Strata X-A. Isso justificaria a melhora na recuperacéo do 2,4-D
em comparacao ao método de agitacao.

Como foi o tnico método capaz de recuperar o 2,4-D, a utilizacdo de metanol

e sonicacao foi utilizada nos demais experimentos.

Experimento 3 — Eficiéncia de extragcéo do herbicida 2,4-D sorvido

66



Os dados de concentracdo de 2,4-D nas amostras da solucdo, antes e apds o

periodo de sorgdo com Strata X-A encontram-se na tabela 11. Podemos ver que,

novamente, o sorbente foi capaz de alcancar elevados niveis de retencdo do

herbicida. Além disso, podemos inferir que a capacidade de sorcao nao foi esgotada,

nem mesmo utilizando concentracdes altas, comprovando a aplicabilidade deste

sorbente para monitoramento ambiental.

Tabela 11 — Concentracao inicial e final de solu¢des aquosas de 2,4-D, apds 24 horas de agitacdo com
o sorbente Strata X-A

Concentracéo 2,4-D na solugao

Tratamento Inicial (ppm) Final (ppm)
1 0,126 (0,019)? - -
2 0,63 (0,195) - -
3 1,39 (0,015) - -
4 2,64 (0,016) - -
5 4,90 (0,013) 0,00283 (0,0005)2
6 5,07 (0,063) - -
In=2
2desvio padrdo da média
3n=3

Os dados de recuperacao do 2,4-D sorvido pelo método de extracao escolhido

anteriormente estéo ilustrados na figura 17. Como pode ser observado, a regressao

linear ndo foi significativa para o conjunto de dados, entdo somente as médias com 0s

respectivos desvios padrao estdo apresentados.
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Figura 17 - Porcentagem de extracdo do 2,4-D em fun¢éo da concentragéo inicial da solucdo aquosa;
0s pontos representam as médias e as barras representam os desvios padrdo da média. Capao do
Leéo, 2017.

O fato de o método ter apresentado baixo desempenho na extracdo €
amenizado pela relativa constancia nos valores encontrados. A média geral do ensaio
foi de 9,5% + 1,3% de extracdo (1,3% corresponde ao intervalo de confianca a 95%
de probabilidade). Considerando que houve baixa variacdo nos resultados, pode-se
utilizar este valor como fator de correcdo. Desta forma, apdés o periodo de
monitoramento, a concentracdo encontrada no extrato seria equivalente a cerca de
9,5% da concentracéo real.

Convém lembrar que a metodologia utilizada na extracdo é extremamente
simples (utiliza equipamentos e solventes disponiveis na maioria dos laboratorios), de
baixo custo e com baixo gasto de solvente. O préprio equipamento utilizado para gerar
o ultrassom foi adaptado, pois 0 mesmo destinava-se a limpeza de materiais de
laboratorio e ndo foi inicialmente designado para processos de extracdo. O uso de
técnicas mais requintadas (como extracdo assistida por micro-ondas, extracdo por
fluido supercritico ou dessorcédo térmica) pode aumentar esta eficiéncia.

Além disso, € possivel que a simples acidificacdo do solvente possa aumentar
a eficiéncia de extracado, tendo em vista que a forma predominante do herbicida sera
a protonada e a atracdo pela carga positiva do solvente sera reduzida. Resta saber se
nesse caso a particdo hidrofobica entre sorbente e sorbato ndo sera responséavel por

manter a elevada afinidade entre as moléculas.

Proximos etapas de desenvolvimento do coletor passivo

O projeto de desenvolvimento do coletor passivo para monitoramento do
herbicida 2,4-D no ar ndo serd finalizado até a concluséo desta dissertagdo, porém,
cré-se que os resultados obtidos até o momento indicam uma evolucdo satisfatoria
para alcancar o objetivo final. Os proximos passos seréo: selecdo do material adesivo
que possibilite a adesdo do sorbente a uma superficie; construcdo do coletor
propriamente dito; validacdo sob condigBes controladas (laboratério e casa de

vegetacao); e validagdo a campo.
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Como material adesivo, a ideia inicial é utilizar fitas dupla-face para adesdo do
sorbente. O beneficio da utilizagdo de fita em detrimento de um tipo de cola esta na
necessidade de manter boa parte da superficie do sorbente exposta, de modo que
sua capacidade de retencdo nédo seja afetada. Ao utilizar colas (epdxi, branca lavavel,
etc.), o material sorbente pode acabar ficando totalmente submerso na mesma,
inutilizando o material.

Em um segundo momento, a fita contendo material sorbente seria aderida a
uma superficie circular (por exemplo, no exterior de um tubo Falcon), permitindo que
0 vento seja interceptado pelo coletor em todas as direcdes. Neste sentido, a utilizagao
superficies planas impediria o contato do sorbente com varias dire¢cdes do vento, o
que seria prejudicial, considerando a turbuléncia e variacdo na direcdo do vento
normalmente ocorrentes.

O dispositivo contendo a fita (e contendo o sorbente) sera protegido da
incidéncia direta da chuva e de radiacdo solar (visando evitar a degradacao dos
compostos sorvidos e a possivel perda de sorbente em decorréncia das chuvas), e
disposto no campo para o monitoramento (figura 18). A porcéo do coletor na qual sera
aderida a fita sera destacéavel, de modo que a estrutura do coletor podera permanecer
no campo permanentemente, e somente o dispositivo necessitaré ser trocado/retirado

para quantificacdo do herbicida.

—— ———————

e:——;A ——— r’v_\:}

Figura 18 - Vista lateral do coletor passivo para monitoramento do herbicida 2,4-D; (A) fita contendo o
Strata X-A, (B) dispositivo em formato circular, destacavel, onde sera aderida a fita, (C) protegéo contra
radiacao solar e incidéncia direta de 4gua das chuvas, (D) porcdo superior da estrutura do coletor
passivo; a figura ndo encontra-se em escala. Capado do Ledo, 2017. Fonte: Gomes, 2017

A estrutura do coletor sera construida em metal, de modo que resista as

intempéries climaticas e tenha vida util prolongada (figuras 19 e 20). Obviamente, o
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prototipo pode ainda sofrer alteragcbes de acordo com o andamento nas pesquisas,

mas a concepgao inicial para o coletor passivo € esta.

Figura 19 - Vista superior da estrutura do coletor passivo para monitoramento do herbicida 2,4-D; (a)
estrutura metalica que sera fixada nos locais de monitoramento, (b) protecdo contra radiacéo solar e
incidéncia direta de agua das chuvas, mostrado na figura anterior; a figura ndo encontra-se em escala.
Capao do Ledo, 2017. Fonte: Gomes, 2017

Figura 20 - Representacdo do coletor passivo para monitoramento do herbicida 2,4-D instalado a
campo; a porgéo destacada em vermelho corresponde ao dispositivo contendo o sorbente; a figura néo
encontra-se em escala. Capédo do Le&o, 2017. Fonte: Gomes, 2017

5.4 Conclusodes

Os sorbentes Carvdo Ativado e Strata X-A apresentam alta afinidade pelo

herbicida 2,4-D, sendo este ultimo escolhido para o prosseguimento do projeto.
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Dentre 0os métodos estudados, o Unico capaz de extrair o 2,4-D retido pelo
Strata X-A é a combinacao entre sonicacdo e metanol.

A eficiéncia de extracdo do método € pouco afetada pela quantidade de 2,4-D
sorvido.

Um protétipo para o coletor passivo foi apresentado, necessitando de

aprimoramentos e experimentos adicionais.
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6 Conclusdes gerais

O herbicida 2,4-D, assim como qualquer outro insumo na agricultura, tem a
capacidade de causar prejuizos econdmicos e ambientais se utilizado de maneira
inapropriada. A aplicacdo em jato dirigido da cultura do fumo nao deve ser realizada,
nao somente pela falta de registro para este fim como também pela possibilidade de
contaminacgao do produto colhido. O 2,4-D pode ser transportado a longas distancias,
através dos processos de deriva e volatilizacdo. Plantas de tomate sdo bons
indicadores da ocorréncia de 2,4-D na atmosfera. O coletor passivo em
desenvolvimento neste trabalho apresenta potencial para determinagéo da ocorréncia
de 2,4-D por longos periodos, podendo ser utilizados como ferramenta para
monitoramento da qualidade do ar. Porém, ajustes no processo de extracdo devem

ser feitos.
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