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RESUMO

A abamectina (ABA) e a moxidectina (MOX) s&o farmacos veterinarios da
familia das avermectinas e milbemicinas, respectivamente, amplamente
utilizados na medicina veterinaria no combate a ecto e endoparasitas. A ABA
também é usada como agrotdxico para o controle de pragas na agricultura.
Esses insumos farmacéuticos podem entrar no ambiente através das excretas
dos animais tratados ou de forma direta da aplicacdo na lavoura. Esses
compostos apresentam baixa mobilidade em solos caracteristicos do Estado de
Sao Paulo, podendo prejudicar a microbiota do solo e até mesmo levar ao
desenvolvimento de microrganismos resistentes. O presente trabalho teve
como objetivo estudar o potencial de fotodegradagdao da ABA e MOX em dois
solos, um de textura argilosa (LVe, Latossolo Vermelho eutréfico) e outra
arenosa (RQo, Neossolo Quartzarénico 6rtico). Os estudos foram realizados
em camara climatica a uma temperatura de 25 + 2 °C usando duas lampadas
de luz negra com maximo de emissdo em 365nm (0,8 pW/cm?). Os solos foram
fortificados com 100 ng g™ de cada farmaco e o mesmo foi espalhado em uma
placa de Petri formando uma camada fina de 2 mm de espessura. Em tempos
determinados e ndo mais do que 14 dias os solos foram removidos da camara
e analisados. A extracdo de ABA e MOX dos solos foi realizada com metanol e
a quantificagdo dos analitos foi feita por cromatografia liquida de ultra alta
eficiéncia associada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-MS/MS).
A fonte de eletronebulizacdo foi operada no modo positivo (ESI+). Para a
separacdo dos analitos foi utilizada uma coluna Acquity BEH C18 1,7 ym
(Waters) e fase mével composta de acetonitrila: solugcdo aquosa de acetato de
amoénia 5 mmol L™ (10:90 v/v). Como padréo interno foi usada a eprinomectina.
O meétodo proposto apresentou linearidade superior a 0,99 na faixa de
concentragdo de 5 a 125 ng g”', com um limite de quantificacdo de 0,5 ng g™
para ambos analitos. A preciséo intra-dias foi menor do que 8% e a inter-dias
menor do que 17% para os dois solos avaliados. Os dados se ajustaram bem
ao modelo de pseudo-primeira ordem (r > 0,95) e os tempos de meia vida de
dissipacao (DTsp) calculados foram de 6 dias para a MOX e 11 dias para a ABA
no solo arenoso e de 17 dias para a MOX e 41 dias para a ABA no solo
argiloso. A MOX apresentou uma velocidade de degradacdo de
aproximadamente 2 vezes maior do que a ABA nos dois solos estudados. Os
tempos de meia vida para ambos os analitos foram maiores no solo argiloso
em que estes apresentam maior afinidade (maior valor de Kg de sorcao)
indicando que a ligagdo mais intensa dos fadrmacos com as particulas do solo
torna os analitos menos susceptiveis a acao da radiacao.

Palavras-Chave: antiparasitarios veterinarios, fotodegradacédo, solos,
dissipacado, UHPLC-MS/MS.



ABSTRACT

Abamectin (ABA) and moxidectin (MOX) are veterinary drugs of the family of
avermectins and milbemycins, respectively, widely used in veterinary medicine to
control ecto and endoparasites. ABA is also used as a pesticide for pest control in
agriculture. These drugs can reach the environment through the excreta of the treated
animals or directly from the application in the crop. These compounds present low
mobility in characteristic soils of the State of Sao Paulo, which may impair the
microbiota of the soil and even lead to the development of resistant microorganisms.
The objective of this work was to study the photodegradation potential of ABA and
MOX in two soils, one of clayey texture (LVe, Latossolo Vermelho eutrofico) and one of
sandy texture (RQo, Neossolo Quartzarénico ortico). The studies were performed in a
climatic chamber at a temperature of 25 £ 2 °C using two lamps with maximum
emission at 365 nm (0.8 pW/cm?). The soils were fortified with 100 ng g of each drug
and it was spread on a Petri dish forming a thin layer of 2 mm thickness. At fixed times
and no more than 14 days the soils were removed from the chamber and analyzed.
The extraction of ABA and MOX from the soils was performed with methanol and the
quantification of the analytes was done by ultra-high performance liquid
chromatography associated with tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). The
electrospray ionization source was operated in the positive mode (ESI+). For the
separation of the analytes, an Acquity BEH C18 1.7 ym column (Waters) and mobile
phase composed of acetonitrile: aqueous ammonium acetate solution 5 mmol L
(10:90 v/v) was used. Eprinomectin was used as internal standard. The proposed
method presented linearity higher than 0.99 in the concentration range of 5to 125 ng g
', with a limit of quantification of 0.5 ng g for both analytes. Intra-day precision was
lower than 8% and the inter-day was less than 17% for both evaluated soils. The data
adjusted well to the pseudo-first-order model (r > 0.95). The calculated dissipation half-
life times (DT5,) were 6 days for MOX and 11 days for ABA in the sandy soil RQo and
17 days for MOX and 41 days for ABA in the clay soil LVe. MOX showed a degradation
rate of approximately 2-fold higher than ABA in the two evaluated soils. The half-life
times for both analytes were higher in the clay soil where the analytes have a higher
affinity (higher sorption KF value) indicating that the more intense binding of the drugs
with the soil particles reduces the susceptibility to photo degradation.

Keywords: antiparasitic veterinary drugs, photodegradation, soils, dissipation, UHPLC-
MS/MS.
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I.1 A Producao Agropecuaria e o Mercado de Medicamentos Veterinarios

O Brasil desempenha um importante papel no agronegécio mundial sendo
atualmente o maior exportador de carne bovina e de frango do mundo segundo
dados do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Associacao
Brasileira de Proteina Animal (ABPA). A exportagcédo de carnes é a terceira categoria
mais rentavel de exportacdes brasileiras, tendo rendido 12,65 bilhdes de dblares em
2016 e ficando atras apenas do comércio de graos e minérios (MAPA, 2016; ABPA,
2017).

Em 2016 foram produzidas no Brasil 26,35 milhGes de toneladas de carne e 35
bilhdes de litros de leite, numeros que refletem um crescimento de 85% para a carne
bovina e 285% para carne de frango nos ultimos 22 anos. Neste ano, também foram
produzidos mais de 7 milhdes de toneladas de bovinos e 13 milhdes de toneladas de
frango (EMBRAPA, 2016).

Pesquisas genéticas, sistemas de produgéo especializados e o desenvolvimento
de vacinas e medicamentos veterindrios possibilitaram o grande crescimento na
producdo de proteina animal, atendendo também o rapido aumento da demanda
interna e externa. Atualmente, o Brasil responde por 20% do mercado internacional
de carnes, exportando produtos de origem animal para mais de 150 paises
(EMBRAPA, 2016).

A expansao da pecuéria em nivel mundial, principalmente com o aumento das
criagdes intensivas, fez também aumentar o uso e, consequentemente, a producao
de medicamentos veterinarios, para fins profilaticos (administrados aos animais
como forma de prevengao), metafilaticos (administrados a todos os animais de um
lote quando alguns estao doentes) e terapéuticos (usados no tratamento de animais
doentes), possibilitando a obtencdo em larga escala de produtos de origem animal
competitivos no mercado interno e externo (Boxall et al., 2003; Diaz-Cruz et al.,
2003).

Apesar da importancia do uso desses medicamentos para assegurar a
produtividade e competitividade do setor, os residuos gerados pela producédo e
descarte, muitas vezes feito de forma nao apropriada dos medicamentos, e a partir
de dejetos dos animais tratados podem impactar negativamente o ambiente (Boxall,
2004; Capleton et al., 2006).
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A industria brasileira de medicamentos veterinarios movimentou 5 bilhées de
reais no ano de 2016, o que representa um crescimento de 72% quando
considerado o periodo desde 2010. Desses, 31% representam o comércio de
antiparasitarios, 21% o de moléculas bioldgicas, 15% representam os agentes
terapéuticos, 14% os antimicrobianos e 8% o0s suplementos (SINDAN, 2017). A
Figura 1 mostra a distribuicdo das vendas de medicamentos veterinarios por classe

terapéutica no Brasil entre os anos de 2011 e 2016.
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Figura 1. Distribuicdo do faturamento anual da industria de medicamentos
veterinarios por classe terapéutica entre 2011 e 2016 (adaptado de SINDAN, 2016).

Os antiparasitarios representam a classe de farmacos com a maior participacao
comercial no Brasil. O uso cada vez maior desses agentes terapéuticos se deve ao
fato de que os parasitas nao s6 reduzem a produtividade do setor pecuario como
também aumentam a susceptibilidade dos animais a outras doencas causando um
prejuizo de quase 18 bilhdes de délares anuais (EMBRAPA, 2013b).

As principais classes de farmacos utilizados como antiparasitarios sado os
benzimidazois, as pirimidinas e as lactonas macrociclicas. As lactonas
macrociclicas, que compreendem as avermectinas e milbemicinas, representam o
principal grupo de farmacos veterinarios utilizados como endectocidas
(antiparasitarios que agem sobre parasitas internos e externos) no Brasil, ja que



20

mais de 85% das formulagdes de endectocidas registradas no Compéndio de
Produtos Veterinarios (CPV) do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a
Saude Animal (SINDAN) se referem a compostos contendo avermectinas (SINDAN,
2017).

Dos 159 produtos utilizados para o controle de parasitas internos e externos
registrados no SINDAN atualmente, 137 correspondem a formulagcées contendo
compostos da classe das avermectinas como a ivermectina, abamectina,
eprinomectina, doramecina e selamectina, além da milbemicina moxidectina. Esses
produtos sao fabricados por 48 empresas e compreendem formulagdes de curta e
longa duragdo podendo ser administrado aos animais por via oral, tdpica ou

intravenosa.

.2 Avermectinas e Milbemicinas

As avermectinas e milbemicinas sdo lactonas macrociclicas semissintéticas
produzidas naturalmente no solo, a partir da nemadectina, um produto da
fermentacdo realizada por microrganismos do género Streptomyces. Esses
compostos sdo altamente eficazes contra espécies de nematdides e artropodes
atuando no sistema nervoso, através da inibicdo de neurotransmissores (Awasthi et
al., 2012; Gerenutti & Spinosa, 1997; Omura, 2008; Shoop et al, 1995). O
mecanismo de acao das avermectinas tem sido estudado desde sua descoberta e,
embora ndo seja ainda totalmente elucidado, sabe-se que se relaciona ao aumento
da liberagdo do neurotransmissor GABA (acido gama-aminobutirico) nas células do
sistema nervoso, além de se ligar nos canais de cloro ativados por glutamato
aumentando a permeabilidade desses ions nas células nervosas e musculares. Nos
dois casos, 0s sinais neurais sdao bloqueados levando a paralisia e subsequente
morte dos parasitas vertebrados e invertebrados.

As avermectinas sdo produzidas em conjunto a partir da fermentacéo realizada
pelo microrganismo Streptomyces avermitilis e seus principais representantes séo a
ivermectina, abamectina, eprinomectina, doramectina e selamectina. Ja as
milbemicinas sao produtos dos microrganismos Streptomyces hygroscopicus ou
Streptomyces cyaneogriseus e seu principal representante é a moxidectina.
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As milbemicinas foram descobertas em 1973, porém seu potencial como
inseticida e nematocida sé foi totalmente conhecido apdés a descoberta das
avermectinas e sua eficiente atividade contra insetos, acaros e nematodides, em 1975
(Shoop et al, 1995).

As avermectinas foram introduzidas no mercado veterinario em 1981 e, em
1985, alguns de seus representantes, principalmente a abamectina, passaram a ser
empregados também como agrotdxicos (Gerenutti & Spinosa, 1997). A descoberta
da primeira avermectina e seus derivados rendeu, em 2015, o Prémio Nobel de
Medicina e Fisiologia aos cientistas William C. Campbell e Satoshi Omura (Nobel
Prize, 2015).

Entre os representantes dessa classe destaca-se a abamectina (ABA) (Figura 2a)
que também tem sido amplamente usada como agrotdxico, e a moxidectina (MOX)
(Figura 2b) que, apesar de estar no grupo das milbemicinas, possui caracteristicas e

comportamento muito semelhante as avermectinas.

\E/

a) Abamectina b) Moxidectina

Figura 2. Estruturas moleculares da abamectina e moxidectina.

A moxidectina e a abamectina sdo compostos com amplo espectro de agéao
antiparasitaria utilizada no controle de parasitas internos e externos em diversas
espécies animais como gado, ovelhas e caes. Suas propriedades fisico-quimicas

sao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da abamectina e moxidectina (Boisseau,
1995; EPA, 2017; Shoop et al., 1995).

Abamectina Moxidectina
Massa molar (g mol™) 873,1 639,8
Formula estrutural C48H72014 C37H53N08
N&o descrito para
pKa <2
1<pH<12

Coeficiente de particao n-octanol/agua

4.4 6,4
(log Kow)
Ponto de fusao (°C) 161,8 - 169,4 145 - 154
Presséo de vapor (torr) 5,8 x10™" 3,43 x10™
Solubilidade em agua (mg L") 1,21 0,51

Além de ser um importante endectocida, administrado principalmente a bovinos,
a abamectina é também amplamente utilizada como agrotdxico de aplicagao foliar
com a funcao de inseticida e acaricida em diversas culturas, como algodéo, batata,
ervilha, feijao e tomate, sendo a unica avermectina registrada como agrotéxico no
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Esta pode ser
comercializada nas formas de concentrado emulsionavel, suspensao concentrada ou
granulado dispersivel.

Estudos farmacocinéticos mostraram que a MOX, quando aplicada a bovinos, se
liga fortemente a gordura abdominal, rim e figado desses animais, podendo ser
encontrada nesses tecidos na sua forma inalterada até 28 dias apds injecao
subcutanea. Seus principais metabdlitos sdo compostos mono- ou di-hidroxilados,
porém até 90% dos residuos encontrados na gordura de animais como bois, ovelhas
e cavalos correspondem ao composto original inalterado (Awasthi et al., 2013).

Da mesma forma, estudos da Agéncia Europeia para a Avaliacdo de Produtos
Medicinais (EMEA, European Agency for the Evaluation of Medical Products)
mostraram que mais de 90% dos residuos de ABA encontrados em figado e rins de
ovelhas se encontram na sua forma inalterada (EMEA, 1999).

Apds excretados no ambiente pelos animais tratados, as avermectinas e
milbemicinas se ligam fortemente a solos, tanto argilosos como arenosos, devido ao

seu alto valor de Ko, apresentando baixa mobilidade na interface solo-agua (Dionisio
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& Rath, 2016; Ferreira et al., 2016). A alta permanéncia desses compostos no solo
pode afetar organismos nao-alvo da fauna eudafica como insetos e minhocas, e
prejudicar a biota do solo (Awasthi et al., 2012; Beynon, 2012; Diao et al., 2007).

Ambos compostos podem ser degradados naturalmente no solo com um tempo
de meia vida de até 2 meses produzindo varios metabdlitos que sao encontrados em
baixas quantidades (menos de 10% em relacao a quantidade do composto inicial).

Em ambiente laboratorial, experimentos com filmes finos de ABA e MOX
mostraram que essa degradagdo pode ser acelerada em condigbes acidas ou
basicas, apresentando rotas diferentes dependendo do tratamento pelo qual séo
submetidas. Esses experimentos mostraram ainda, que filmes finos de ABA e MOX
podem ser degradados na presenca de luz, solar ou artificial, atingindo uma
concentracdo de 20% em relacdo a concentracdo inicial em até 14 horas de
exposicao. Tal efeito é justificado pelo fato de que ambas as moléculas apresentam
elevada taxa de absorcao de radiacdo em comprimentos de onda menores do que
300 nm (Awasthi et al., 2013; Fort Dodge, 1997).

.3 Entrada e Disseminacao de Farmacos Veterinarios no Ambiente e Seus
Impactos

Residuos de farmacos veterinarios podem atingir ambientes terrestres e
aquaticos por diversas formas, a comecar pelos residuos gerados na sua producao
e/ou estocagem quando indevidamente praticados, ou pela excre¢cdo dos animais
tratados.

No caso da aquicultura, os farmacos sdo muitas vezes aplicados diretamente na
agua, causando contaminacao direta, ja que grandes quantidades sao aplicadas a
fim de garantir que todos os animais terdo acesso a dose indicada para o
tratamento. Outro método de administracdo de farmacos na aquicultura é mediante
racdo medicada. Na maioria dos casos o farmaco é disperso em um veiculo oleoso e
espalhada na racéo ja peletizada (processo de fop coating). Em consequéncia o
farmaco pode ser lixiviado da ragcao para a agua, levando a contaminagédo do meio.

Quanto a criacao de animais terrestres, os residuos dos farmacos introduzidos
no ambiente dependem da forma de aplicagdo, das caracteristicas fisico-quimicas
das moléculas, da espécie animal, do tipo e tempo de tratamento. O uso de esterco
proveniente de animais medicados, para fins de adubacao representa uma fonte
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direta de introdugéo de farmacos no solo, levando assim a contaminagdo do mesmo.
Os farmacos que sao utilizados também como agrotdxicos, como no caso da
abamectina, atingem diretamente o solo através da pulverizagdo das plantacdes e
podem ser transportados para aguas superficiais através da acado das chuvas e
vento, impactando o ambiente em varios compartimentos (Boxall et al., 2003;
Oliveira et al., 2009).

Uma vez presentes no solo, os compostos podem ser lixiviados para corpos
aquaticos ficando dissolvidos ou incorporados aos sedimentos (Regitano & Leal,
2010) ou podem ser degradados formando compostos que sdo geralmente menos
toxicos do que o composto original. No entanto, em alguns casos podem ser
formados produtos de degradagdo mais toxicos, como o caso da tetraciclina, cujos
produtos de degradacao podem ser tdo ou até mesmo mais toxicos que o composto
original (Boxall, 2004; Halling-Serensen et al., 1998). Desta forma, destaca-se a
importancia da realizacao de estudos de degradacao de farmacos para avaliacao do
impacto ambiental.

A avaliacdo do impacto ambiental requer, entre outros, estudos de toxicidade
aguda e cronica, que devem ser conduzidos conforme procedimentos padronizados
e descritos em Guias da OECD.

Ensaios de toxicidade aguda para abamectina e moxidectina foram realizados
em diferentes espécies. Para a abamectina foi calculada uma concentragéo letal 50
(LCso) de 15 pg kg de peso corporal para a espécie Cyprinodon variegates e de
0,25 pg L' para Daphnia magna (Tisler & Erzen, 2006). Além disso, foi reportado
que concentragdes de abamectina menores que 8 pg kg' de peso corporal
interferem na reproducédo de espécies de moscas e besouros que habitam solos
contendo estrume (Lumaret et al., 2012). A reproducao e o crescimento de minhocas
da espécie Eisenia fetida é afetada por concentragdes abaixo de 5 mg kg™ (Jensen
et al., 2007; Sun et al., 2005), enquanto que espécies diferentes de camarao
apresentam valores de LCsq entre 0,022 e 430 pg kg ™' (Lumaret et al., 2012).

Para a moxidectina foram calculados valores de LCsy de 37,2 mg kg ' para
Eisenia fetida e 0,03 pg L' para a Daphnia magna (Fort Dodge, 1997). Para a
espécie Onchorhynchus mykiss (truta arco-iris) a LCso foi de 0,2 pg kg™ (FortDodge,
1997) nédo apresentando efeito téxico para a maioria das moscas e besouros
coprofagos estudados (Lumaret et al., 2012).
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Além da possibilidade de afetar os organismos n&o-alvo, outra crescente
preocupacdo do aumento do uso de farmacos veterinarios é o possivel
desenvolvimento de resisténcia por parte de bactérias e demais parasitas. Mesmo o
uso de pequenas doses em tratamentos de longos periodos pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia. Por esse motivo, em 2006, foi proibido na
Comunidade Europeia o uso de antimicrobianos veterinarios administrados

juntamente com a ragéo aos animais como promotores de crescimento.

1.4 Estudos de Estabilidade x Degradacao

Para o registro de novos farmacos de uso humano e veterinario junto aos érgaos
regulatérios sao necessarios estudos de estabilidade visando sua eficacia e
seguranca. Estes estudos envolvem as etapas entre a fabricacdo e o consumo, ou
seja, a produgdo, o estoque e o transporte, expondo o farmaco a fatores como o
calor, umidade, luz, e mudangas de pH seguindo parametros estabelecidos pelo
Comité Internacional de Harmonizagdo (ICH) e pela agéncia responsavel pela
vigilancia sanitaria nos Estados Unidos - Food and Drug Administration (FDA).

Na Comunidade Europeia, além dos estudos de estabilidade, a avaliagdo do
risco ambiental para a introdugdo de um novo medicamento veterinario no mercado
tem sido discutida desde meados dos anos 90 e um primeiro documento de
orientacdo sobre como realizar a avaliagédo de risco ambiental (ERA) de um novo
medicamento foi preparado pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) através
do seu Comité dos Medicamentos Veterinarios (CMV) em 1997 (EMA, 1997). Apés a
versdo final da EMA, uma harmonizacdo internacional entre a Comunidade
Europeia, os Estados Unidos e Japao, foi iniciada pela Cooperacao Internacional
sobre Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para o Registro de Medicamentos
Veterinarios (VICH, Internacional Cooperation on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Veterinary Medicinal Products). Em 2004, foi
publicada a Diretiva 2004/28/EC (EU, 2004) que define que as aplicagdes para
novas autorizacdes precisam incluir uma avaliacdo de risco ambiental (exposicéao e
ecotoxicidade) (Kools et al., 2008).

No Brasil, porém, os estudos de estabilidade s&o obrigatorios apenas na fase de
desenvolvimento de novos farmacos. Nao é obrigatério que sejam estudados os
efeitos de seus residuos apés a excrecdao, seu comportamento e efeitos no



26

ambiente. Para farmacos veterinarios existem recomendacdes sobre os limites
maximos de residuos em produtos alimenticios como carne, leite e ovos a fim de
assegurar a saude do consumidor. Nao existe, porém, legislacdo que estabeleca
limites especificos para a concentracdo de farmacos no solo. Em 2001, a EMA
determinou um limite genérico de 100 ug kg~ para farmacos veterinarios em solo,
valor que foi estabelecido com base em estudos toxicologicos realizados com 0s
principios ativos autorizados nos Estados Unidos e estd abaixo dos niveis
prejudiciais observados em varios tipos de organismos.

A avaliacao de risco ambiental envolve como uma de suas primeiras etapas os
estudos fisico-quimicos e toxicolégicos dos farmacos os quais incluem os estudos
de sorcao e dessorcdo do farmaco no solo, fotdlise, hidrélise, biodegradacao e
efeitos causados a diversos tipos de organismos. Esses estudos, porém, tém sido
realizados em paises da América do Norte e Europa nos quais os tipos de solo e 0
clima possuem caracteristicas distintas daquelas encontradas no Brasil, como €&

mostrado na Figura 3 e Figura 4.
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Figura 3. Diversidade de tipos de climas no mundo segundo a classificagdo de
Kbppen (Adaptado de Peel et al, 2007).
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Figura 4. Diversidade de tipos e solos no mundo segundo a classificacdao do
departamento de agricultura dos Estados Unidos USDA (United States Department
of Agriculture) (Adaptado de USDA, 2005).

Nos paises que seguem as recomendagdes do ICH predominam as pradarias e
os solos podzélicos (atualmente chamados de argissolos) também presentes no
Brasil, porém em menor quantidade, enquanto que no Brasil predominam os
latossolos e as florestas tropicais.

Além disso, a grande exposicao do territério brasileiro a luz solar indica que a
possibilidade da ocorréncia de fotodegradacdo é muito grande havendo a
necessidade de se conhecer seus mecanismos e consequéncias. Segundo o Atlas
Brasileiro de Energia Solar, a média de incidéncia solar diaria no pais é de 4.500
Wh/m? a 6.300 Wh/m? dependendo da regido considerada. A média anual brasileira
(1.500-2.500 kWh/m?) é superior aos valores da maioria dos paises da Unido
Europeia, como Alemanha (900-1.250 kWh/m?), Franca (900-1.650 kWh/m?) e
Espanha (1.200-1.850 kWh/m?) (Martins et al, 2008).

Os estudos de degradacao em geral, sdo conduzidos em meio aquoso devido a
maior facilidade de conducado dos experimentos, da obtencdo de amostras e da
preocupacao com a contaminacdo de agua potavel e possivel prejuizo a saude
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humana. Alguns farmacos, porém, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas se
ligam fortemente ao solo e/ou sedimentos, ndo sendo lixiviados e ndo podendo,
portanto, ser encontrados em ambientes aquaticos, como no caso das avermectinas
que apresentam baixa mobilidade no solo mostrada através de seu alto coeficiente
de particéao.

No entanto, poucos estudos em relacédo ao seu comportamento, a degradacao e
a presenca de possiveis metabdlitos e seus efeitos no solo sdo encontrados na

literatura atualmente.
1.5 Principios da Fotodegradacao

Processos fotoquimicos ocorrem quando a radiacao eletromagnética é
absorvida e em seguida dissipada de alguma forma. A energia de ligacao da grande
maioria dos compostos organicos é semelhante a energia de fétons correspondentes
a radiacdo ultravioleta numa faixa préxima de 300 nm, o que indica que esses
compostos podem participar de reacdes fotoquimicas, sendo capazes de absorver
energia necessaria para clivar ligacoes levando a sua degradacao. O espectro de
absorcao de cada molécula irda determinar a faixa de comprimentos de onda na qual
ela é sensivel (Tonnesen, 2004).

A presenca de aromaticidade e ligacdes conjugadas em compostos organicos
sao geralmente associadas a capacidade de absorver energia eletromagnética,
sendo que compostos coloridos absorvem comprimentos de onda na faixa do visivel,
apresentando coloracdo complementar a radiagdo absorvida e compostos brancos
geralmente absorvem na faixa do ultravioleta (Ahmad et al., 2016; Tegnnesen, 2004).

Para os processos fotoquimicos, a faixa de radiacao mais efetiva € a radiacao
UV, que pode ser dividida em trés faixas: UVA, UVB e UVC (Moore, 1987).

- UVA é a faixa mais longa e mais proxima do espectro visivel,
compreendendo os comprimentos de onda entre 320 e 400 nm. E também a
principal faixa de UV que chega a superficie terrestre e esta relacionada com
processos que envolvem a absorgéo direta de energia.

- UVB corresponde aos comprimentos de onda entre 280 e 320 nm. A
intensidade de radiacdo UVB que atinge a superficie terrestre é muito pequena,

porém é responsavel pelas reacoes fotoquimicas de muitas moléculas.
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- UVC é a faixa da radiacdo UV que é quase totalmente absorvida pelas
camadas superiores da atmosfera. A incidéncia de radiacao solar abaixo de 300 nm
corresponde aproximadamente a 10 % do total de radiagdo do espectro solar, porém
tem importante papel na fotoquimica devido aos danos causados em moléculas
biolégicas (Tennesen, 2004)

Os processos de fotodegradacdo podem ocorrer a partir da absorcdo de
radiacao eletromagnética pela molécula alvo que € posteriormente degradada, ou a
partir da absor¢cdo de radiagdo por outra molécula que seja capaz de absorver
energia nas condi¢coes as quais estdo expostas, denominada de fotossensibilizador,
e que transfere a energia absorvida para a molécula alvo sendo ou nao alterada no
processo (Tennesen, 2004).

Processos fotoquimicos sado complexos e envolvem muitas reagbes que
competem entre si e ocorrem muito rapidamente, nas quais 0 oxigénio desempenha
um importante papel na transferéncia de elétrons. Esses processos se iniciam com
absorcado de fétons pela molécula ou agente sensibilizador, passando do estado
fundamental para o estado excitado (Reacgéo 1). O decaimento da energia absorvida
pode ocorrer por diversos processos como descrito pelas reacbes 2 a 7 e
representado pela Figura 5 (Ahmad et al., 2016; Tennesen, 2004; Moore, 1987).

Absorgao Do+ hv— 'D (Reagao 1)
Converséo interna 'D > Dy (Reacao 2)
Fluorescéncia 'D > Do+ hv (Reagao 3)
Fotoionizagéo DD +e (Reagao 4)
Cruzamento intersistemass 'D-°D (Reagao 5)
Cruzamento intersistemas; D — Dy (Reacao 6)
Fosforescéncia 5D - Dy + hv” (Reagao 7)

A partir da absorg&o da radiagdo, a molécula no seu estado fundamental passa
para um nivel de maior energia no qual os elétrons ocupam o primeiro nivel superior
disponivel correspondendo ao primeiro estado excitado. Como o estado excitado é
muito instavel, a molécula tende a voltar ao seu estado fundamental rapidamente
através da dissipacao de energia (Ahmad et al., 2016; Doll & Frimmel, 2003; Moore,

1987), um processo que geralmente ocorre em nanosegundos, durante o qual o
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elétron excitado tem maior facilidade de ser removido e a molécula pode interagir
com moléculas vizinhas. Esse processo, também chamado fotoionizagdo, ocorre
com maior facilidade quando maiores energias (menores comprimentos de onda)
sao absorvidas (Tennesen, 2004).

A Figura 5 mostra os processos de dissipacdo de energia que ocorrem com
elétrons em seu estado excitado. Essas reacdes competem entre si e ocorrem em
nanosegundos. As caracteristicas da molécula e do sistema em que ela se encontra

determinar&o a conversao preferencial.

Estados i Conversao
Excitados —r—r Interna
Singletes [

Y

‘ Fluorescéncia Estado

Excitado
Triplete
Estado
Fundamental
Singlete

Figura 5. Diagrama de transicao de elétrons mostrando as possiveis reacdes

de absorcao e liberacdo de energia (Adaptado de Moore, 1976).

Atualmente existem guias publicados por érgaos internacionais (EPA, 2008;
OECD, 2002) com o intuito de padronizar e regulamentar testes de fotodegradacgéao
de farmacos em matrizes ambientais, avaliando o impacto ndo s6 de farmacos de

uso humano, como também de uso veterinario no ambiente.

1.6 Método da Camada Fina

O método mais usado para realizar testes de fotodegradacao de compostos em
solo € o método da camada fina, no qual uma amostra de solo contendo 0 composto

alvo é espalhada sobre uma superficie criando uma fina camada que € exposta a
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radiacdo. Em tempos definidos, as amostras sdo analisadas quanto a concentracéo
remanescente do composto no solo (Xu et al., 2013).

De modo geral, moléculas que possuem ligagcbes conjugadas e atomos
aceptores de elétrons, sdo susceptiveis a fotdlise. A maioria dos estudos reportados
na literatura é referente a fotodegradagéo de agrotoxicos em solos. Foi demonstrado
que as constantes de degradacdo do herbicida trifluralina sdo dependentes da
espessura da camada de solo e da concentracao inicial do analito (Balmer et al.,
2000).

Estudos realizados com solos com diferentes conteddos de matéria organica
levaram a tempos de meia vida da ordem de minutos para a atrazina (Gong et al.,
2001), enquanto que tempos de meia vida de até 18 dias foram relatados para a
degradacao de triadimefon através da exposicao direta a luz solar (Nag & Dureja,
1996).

A fim de seguir os parametros estabelecidos pelas normas existentes, os
experimentos de fotodegradacdo geralmente sdo realizados em camaras de
fotoestabilidade, na qual é possivel manter umidade, temperatura e radiacado
controladas, simulando o ambiente externo. Existem modelos comerciais de camara
de fotoestabilidade certificadas, porém diversas configuracbes experimentais sao
usadas de acordo com os instrumentos disponiveis, segundo mostrado na Tabela 2.



Tabela 2. Condigdes experimentais de aparatos para fotodegradagao reportados na literatura.

32

Distancia Diametro Espessura
Lampada | Intensidade | Poténcia | Temperatura Aparato Umidade | lampada - da placa da camada | Referéncia
amostra P de solo
- 2790 uW o . 0,2-0,5 Gong et al.,
Mercurio om?2 1000 W 28+2°C Agitador - 15 cm 8,7 cm mm 2001
Camara de
UVA 119 — 357 o ~ o i i Xu et al.,
(253,7 nm) W cm? 20 W 25°C fotodegrgd_agao 10 — 20% 45 cm 5013
anaerobica
UVA o Nag et al.,
(254 nm) - - 25-30°C - - 30 cm 5cm 2mm 1996
Xenbnio . 75% da OECD,
(295 -400 - - 20£2°C - capacidade - 4 cm 2mm
2002
nm) de campo
Xenbnio Placas
2 0 o 0,01 -0,45 Balmer et
(300 — 800 0,6 KW m 1300 W 28+2°C retangulares 50% - 8cm mm al., 2000

nm)

sobrepostas
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Um dos fatores mais importantes € o controle da radiacéo incidida sobre as
amostras, o que pode ser verificado com o uso de radibmetros, dispositivos
fotocelulares que geram uma corrente elétrica quando incididos por fétons. A
resposta depende do comprimento de onda da radiacdo incidente, porém o
dispositivo pode ser construido e calibrado para determinado comprimento de onda
a partir do filtro correspondente (T@nnesen, 2004).

Para a luz visivel sédo utilizados luximetros, dispositivos que medem a radiagcéo
percebida pelo olho humano, em unidades de iluminancia. Para os testes de
fotodegradacdo, é recomendado o uso de uma lampada internacionalmente
reconhecida como um padrao que simula a radiacao solar (ICH, 1996; 1SO18909-
2006), abrangendo todo o espectro UV e visivel. No entanto, como a maioria dos
farmacos absorvem apenas comprimentos de onda na regido do UV (Ahmad et al.,
2016; Tennesen, 2004), muitos trabalhos utilizam lampadas que emitem nesta

regiao.

.7 Solo

O solo é, por definicdo, a camada superficial da crosta terrestre. E formado pela
acado do intemperismo sobre um material de origem cujas caracteristicas finais
dependem de fatores como o clima, o relevo, o tempo e acdo de microrganismos.

E considerado um corpo ndo consolidado, constituido de trés fases: sélida,
liguida e gasosa. A fase solida é composta por minerais e matéria organica e
representa, em geral, a maior porcentagem em sua composicao. A fase liquida é
também chamada solugéo do solo e € constituida de agua e sais soluveis. A fase
gasosa € composta principalmente pelo ar atmosférico (Jenny, 1994; Schaetzl &
Anderson, 2005). A Figura 6 mostra as proporcdes aproximadas desses

componentes encontrados geralmente no solo.
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Figura 6. Proporcdo dos componentes do solo (adaptado de Nunes & Rezende,
2015).

O intemperismo sofrido por diferentes materiais resultam na formagéo de
diferentes tipos de solo, cujas propor¢des de seus componentes influenciam suas
caracteristicas e propriedades.

De modo geral, o solo € composto por quatro camadas principais. A primeira
€ rica em matéria organica e mais adequada para o desenvolvimento de plantas
devido a presenca de 4gua e sais minerais. A segunda camada € composta por sais
minerais (calcario, argila e areia) e é a mais abundante em relacdo as demais. A
terceira camada corresponde as rochas em decomposicdo e a quarta camada
corresponde as rochas precursoras, chamadas rocha matriz (Lepsch, 2010).

O solo tem como principais fun¢des o fato de servir como substrato para o
crescimento das plantas, habitat de microrganismos e da fauna copréfaga, além do
controle do fluxo de 4gua e de sua qualidade.

A classificacdo dos solos pode ser feita a partir de sua granulometria, que é
determinada pelas proporcdes de areia, silte e argila em sua composi¢do. Essa
classificacao é feita a partir de diferentes classes texturais, conforme o diagrama
apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Classes texturais de solos de acordo com as fragdes de argila, silte e areia
(IBGE, 2007).

Essas caracteristicas influenciam na taxa de infiltracdo e armazenamento de
agua, na areacao do solo e na distribuicdo de nutrientes, influenciando diretamente
na fertilidade do solo (Nunes & Rezende, 2015).

Os solos arenosos sao aqueles contém maior porcentagem da fracédo areia,
apresentando textura granulosa. S&o formados principalmente por quartzo e
minerais primarios e sdao muito permeaveis a agua (EMBRAPA., 2013; Nunes &
Rezende, 2015).

Os solos argilosos sdo aqueles que tém maior porcentagem da fracao argila,
com particulas de tamanho menor que 0,002 mm (tamanho maximo de um colbide).
Nao sdo tao arejados, mas armazenam mais agua quando bem estruturados. Sao
geralmente menos permedaveis, embora alguns solos brasileiros muito argilosos

apresentam grande permeabilidade - gracas aos poros de origem biologica. Sao


https://pt.wikipedia.org/wiki/Argila
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua
https://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
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compostos por Oxidos de aluminio (gibbsita) e de ferro (goethita e hematita)
(EMBRAPA, 2013; Nunes & Rezende, 2015).

Em 1999, foi publicado o Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos
(EMBRAPA, 2013) revisado nas edicbes de 2006 e 2013 através de estudos
realizados pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). Nesse
sistema os solos séo classificados em diferentes niveis de ordem, subordem, grande
grupo, subgrupo, familia e série de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas
como profundidade encontrada, granulometria, composicdo de areia/argila,
capacidade de troca catidnica, atividade de bases, pH, entre outros.

No Brasil, segundo essa classificacdo, predominam os Latossolos e os
Argissolos, representando respectivamente 40 e 20% da area total.

Os Latossolos sao caracterizados por possuirem baixa capacidade de troca
catibnica e pela presenca de argilas com baixa atividade. Sado encontrados em
camadas mais profundas em terrenos pouco acidentados e em regides de clima
tropical umido. Esses solos tem alto grau de intemperizagéo, sdo bem estruturados e
muito porosos. Sua coloragdo amarela ou avermelhada se deve a presenca de
oxidos de ferro e aluminio (EMBRAPA., 2013; Nunes & Rezende, 2015).

Os Argissolos sao constituidos principalmente por materiais minerais e argilas
de alta atividade. Possuem baixa quantidade de matéria orgénica e grande
quantidade de cascalho, residuos de rochas resistentes ao intemperismo.
Apresentam maior granulometria e sdo mais susceptiveis a erosdo (EMBRAPA.,
2013; Nunes & Rezende, 2015).

Além desses dois tipos de solo, podem ser encontrados também em grande
quantidade no Brasil, solos do tipo Neossolos que sé&o caracterizados pela presenca
de camadas distintas geradas em sua formagdo sendo bastante heterogéneos
quando as suas propriedades. Possuem grande quantidade de areia e silte e assim
apresenta baixa coesdo e elevada permeabilidade sendo altamente susceptivel a
erosdo (EMBRAPA, 2013; Nunes & Rezende, 2015).

A Figura 8 mostra a distribuicdo dos tipos de solo no Estado de Sao Paulo

segundo o Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gibbsita
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ferro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Goethita
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hematita
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Figura 8. Mapa pedologico do Estado de Sao Paulo com os principais tipos de solo
(Adaptado de Oliveira, 1999).

A partir do mapa mostrado na Figura 8 foi possivel calcular que os
argilossolos vermelho-amarelos cobrem 41,2% da superficie do Estado, os
latossolos vermelhos 30,2%, os latossolos vermelho-amarelos 9,4% e os neossolos
quartzarénicos 3,6% (Oliveira, 1999), sendo estes os principais tipos de solo
encontrados no Estado de S&o Paulo.

.8 Métodos Analiticos para Avaliar a Fotodegradacao de Farmacos

A determinagdo dos residuos de farmacos em solos durante o processo de
fotodegradacédo ainda é um desafio devido as baixas concentragdes dos analitos, a
presenca de produtos de degradacdo e pelo solo ser uma matriz complexa. Além
disso, os testes devem ser conduzidos com uma concentracdo inicial em torno de
100 ng g (Sturini et al., 2012), o que requer o emprego de métodos analiticos de
elevada detectabilidade e seletividade.
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Diversas publicacbes sobre o uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC - high performance liquid chromatography) para a determinagdo de
avermectinas em matrizes ambientais podem ser encontradas na literatura (Danaher
et al., 2006; Dionisio & Rath, 2016; Ferreira et al., 2016; Sheridan & Desjardins,
2006; Turnipseed et al., 2005). Quando a técnica é associada a detectores nao
seletivos a analise de amostras provenientes de solo, sedimentos ou extratos
vegetais, por exemplo, requer a eficiente separagdo entre os analitos alvos e
possiveis interferentes da matriz na coluna analitica.

Devido as baixas concentracbes de analitos normalmente encontradas em
amostras ambientais, como solo, sedimentos ou extratos vegetais, por exemplo,
estas devem passar por etapas de extracdo, limpeza dos extratos e uma pré
concentracdo dos analitos antes de serem quantificados. No caso de amostras
ambientais os métodos de extragdo mais utilizados sado a extracao soélido-liquido e a
extragdo por liquido pressurizado (PLE — Pressurized Liquid Extraction), técnicas
que garantem recuperagdes acima de 60% para compostos como as avermectinas
(Krogh et al., 2008; Xie et al., 2012). Para os processos de limpeza (clean-up) e
concentracao dos analitos tém sido empregados procedimentos de extracao em fase
sblida (SPE — Solid Phase Extraction) off-line (Speltini et al, 2011) ou on-line
(Ferreira et al., 2016) ao sistema cromatografico utilizando principalmente cartuchos
ou colunas contendo como fases sorventes C8 ou C18.

Detectores UV-Vis apresentam baixa sensibilidade e seletividade na andlise de
amostras ambientais e sdo pouco recomendados para a quantificacao de residuos
de farmacos nestas matrizes. Ja os detectores de fluorescéncia alcangam menores
limites de deteccdo do que os UV-Vis e maior sensibilidade. As avermectinas,
embora necessitem de reacdo de derivatizacdo para insercdo de um fluoréforo,
podem ser quantificadas por cromatografia liquida com detector de fluorescéncia
com alta seletividade. As reagbes de derivatizagdo, porém, podem introduzir
interferentes na analise que podem co-eluir com os analitos de interesse e
influenciar na identificacao e quantificacdo dos compostos (Berendsen et al, 2007).

O uso da espectrometria de massas associada a cromatografia liquida se mostra
como uma ferramenta altamente eficiente na identificacdo e quantificacdo de
avermectinas e milbemicinas. A separacdo dos analitos na coluna analitica e o

monitoramento do ion precursor e ions produtos em um analisador do tipo triplo
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quadrupolo permite a quantificacdo e confirmacao de identidade dos analitos mesmo
quando presente em baixas concentracoes.

A separagado de analitos apolares como no caso das avermectinas € realizada
através da cromatografia de fase reversa, na qual os solventes mais utilizados sé&o o
metanol e a acetonitrila combinados com agua contendo um aditivo a fim de
promover a ionizagao dos analitos quando utilizado um detector de massas (Tisler &
Erzen, 2006).

Devido a complexidade das matrizes ambientais as maiores dificuldades
enfrentadas sdo a eficiéncia da extracdo dos analitos, ja que é necessario extrair a
maior quantidade possivel do analito sem extrair os demais componentes da matriz
e o efeito causado por esses componentes (efeito matriz) no qual a coeluicao de
interferentes com os analitos de interesse influencia na intensidade do pico obtido
tornando-o0 menos ou mais intenso do que quando puro. O uso da cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas é capaz, porém, de
minimizar essas dificuldades promovendo resultados com alta sensibilidade e
confiabilidade. Durden alcancou limites de detecgao de até 0,06 pg L™ na analise de
avermectinas em amostras de leite utilizando esta técnica (Durden, 2007), ja Brewer
e colaboradores conseguiram minimizar o efeito matriz e obter uma sensibilidade
oito vezes maior utilizando a espectrometria de massas sequencial em relacdo ao
detector por UV Vis (Brewer et al., 2004).

A Tabela 3 mostra as condi¢des utilizadas na quantificacdo de farmacos em
matrizes ambientais encontradas em trabalhos da literatura e os limites de deteccéao

e quantificacao obtidos.



Tabela 3. Condigdes utilizadas na quantificagcdo de farmacos em matrizes ambientais.
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, Limite de Limite de A
Analito Coluna Fase Movel Aditivo . L Referéncia
Deteccao Quantificacao
. H-O:ACN:THF ] ; Novelli
Abamectina C18 - 0,1ug L 0,2ug L
14:80:6 (v/v/v) etal, 2012
MeOH:ACN:H,0O .
_ p TiSler & Erzen,
Abamectina C18 475:475:60 - 0,25 ng mL -
2006
(V/VIV)
. MeOH:H.O o 25ng L’
Avermectinas C8 Acido férmico - . Krogh et al., 2008
1:3 (v/v) 0,5ngg
Avermectinas/ H>O:ACN o ] ]
. . C18 Acido férmico 0,06 ng g 0,18ng g Durden, 2007
Milbecinas 75:25 (v/v)
Acido 1 1 Cavoski et al,
Rotenona c18 H>O:ACN . N 0,01 mg L 0,015mg L
trifluoroacético 2007
Avermectinas/ o ] ] Ferreira et al,
. . C18 H-O:ACN Acetato de ambnio 0,5ng mL 0,1ngg
Milbecinas 2017
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Motivacao do Trabalho

Este trabalho visa contribuir com a elucidagdo dos processos que ocorrem com
os residuos de medicamentos veterinarios apds a deposi¢cao no solo avaliando o
grau de degradacao de compostos pertencentes a duas das principais classes de
medicamentos utilizados como antiparasitarios no manejo de animais.

Os compostos escolhidos apresentam alta sorcdo no solo devido a sua
hidrofobicidade sendo, dessa forma, mais susceptiveis a transformacdes por fatores
biolégicos ou climéaticos enquanto ligados ao solo. Os tipos de solos utilizados no
trabalho sdo representativos do estado de Sao Paulo, onde se encontra grande
parte da producao animal no Brasil.

A dissipagao de avermectinas em solos caracteristicos do Estado de Sao Paulo
ja foi realizada em trabalhos anteriores, nos quais foram estimados valores de DTs
de 3,5 dias para um solo arenoso e 1,1 dias para um solo argiloso (Dionisio & Rath,
2016).

No entanto, ndo existem informacdes sobre a influéncia da radiacdo sobre a
degradacdao destes antiparasitarios nos solos. Fato esse, que motivou o
desenvolvimento deste trabalho.
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CAPITULO Il - OBJETIVOS
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O objetivo geral deste trabalho foi a avaliacdo da influéncia da radiacdo UV no

processo de dissipacdo de antiparasitarios da familia das avermectinas e

milbemicinas em solos caracteristicos do estado de Sao Paulo.

Os objetivos especificos compreenderam:

Adaptacédo de uma camara climatica para os estudos de fotodegradacao.
Otimizacao e validacdo de método para a determinacdo de residuos dos
farmacos em estudo nos solos, empregando, para tanto, a cromatografia
liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial.

Realizagcédo dos estudos de fotodegradagcédo de abamectina e moxidectina em
dois tipos de solos: arenoso e argiloso.

Construcao de curvas de dissipacado e estabelecimento do tempo de meia

vida (DTsp) dos dois compostos nos dois tipos de solo.
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CAPITULO Ill - PARTE EXPERIMENTAL
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lll.1 Padroes, reagentes e solventes

- Padrao de moxidectina (97,1%, Sigma-Aldrich, Alemanha)

- Padrao de abamectina Bia (98,7%, Fluka, Alemanha)

- Padrao de eprinomectina (96,8%, Sigma-Aldrich, Alemanha)
- Acetato de amoénio (Merck, Alemanha)

- Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich, China)

- Metanol grau HPLC (J.T. Baker, Trinidade e Tobago)

- Acido férmico P.A. (Merck, Alemanha)

111.2 Materiais

- LAmpada tubular negra LTTB-20 W (Lightex, China)

- Coluna cromatografica Acquity UPLC ® BEH C18 1,7 ym; 2,1 x 50 mm (Waters,
Irlanda)

- Filtros de seringa 0,2 ym (Sartorius, Alemanha)

- Vials de 2 mL

lll.3 Equipamentos

- Balanca analitica modelo XT 220A com precisdo de + 0,1 mg (Precisa, Suica)
- Balanga analitica modelo CPA 225D com preciséo de + 0,01 mg (Sartorius, Brasil)
- Balanga analitica modelo BG 1000 (Gehaka, Brasil)

- Banho de ultrassom modelo 1450 (Unique, Brasil)

- Bomba de vacuo modelo 089-CAL (Fanem, Brasil)

- Purificador de agua modelo Milli-Q Academic (Millipore, EUA)

- Agitador de solugdes tipo vortex, modelo AP56 (Phoenix Luferco, Brasil)

- Centrifuga de bancada Rotofix 32 A (Hettich, Alemanha)

- Autoclave vertical modelo AV -75 (Phoenix Luferco, Brasil)

- Camara Climatica MA 835/UR (Marconi, Brasil)

- Radidmetro Serie 9811 (Cole-Parmer, EUA)
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- Cromatdgrafo a liquido de ultra-alta eficiéncia (UPLC-MS/MS) ACQUITY (Waters,
EUA), equipado com um sistema de bombas binario, injetor automatico, acoplado a
um espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo Xevo TQD (Waters, EUA),
com interface de ionizacao por eletronebulizagdo (ESI). Os dados foram adquiridos e
processados utilizando o programa computacional MassLynx (Waters, EUA).

1.4 Amostras de solo

Neste trabalho foram utilizados dois tipos de solo com caracteristicas distintas.
O primeiro foi um Neossolo Quartzarénico értico (RQo), principal solo de textura
arenosa encontrado no estado de Sado Paulo, e o segundo foi um Latossolo
Vermelho eutréfico (LVe), solo argiloso com elevado teor de matéria organica e que
cobre 30% do territério do estado.

As amostras de solo RQo foram coletadas no municipio de Piracicaba — SP
(latitude: 22° 33’ 53,52” S, longitude: 47° 52’ 06,32” O) e as amostras de solo LVe
foram coletadas no municipio de Campinas — SP (latitude: 22° 51’ 37.55” S,
longitude: 47° 04’ 34.30” O). Os solos foram coletados a uma profundidade de até
20 cm, secas, peneiradas em peneira de 2 mm de abertura da malha e
armazenadas a temperatura ambiente até 0 momento de seu uso. As propriedades
fisico-quimicas dos solos foram determinadas pelo Instituto Agronémico de
Campinas e estao apresentados na Tabela 4.



47

Tabela 4. Caracteristicas das amostras de solo utilizadas.

RQo LVe
oH 4 5
Matéria organica (g dm™) 13 32
Capacidade de troca catiénica — CTC (mmolc dm™) 24,2 66,4
Aluminio trocavel (mmolc dm™) 5 0
Acidez total (mmolc dm™) 23 31
Soma de bases (mmolc dm™) 1,2 35,4
Granulometria
Areia (%) 93,2 27,4
Silte (%) 17 12,4
Argila (%) 51 60,2
Micronutrientes
Enxofre (mg dm™) 3 19
Cobre (mg dm™) 0,3 7.4
Ferro (mg dm™) 53 12
Zinco (mg dm™) 0,7 2,3

lll.5 Solucoes Padrao

Foram preparadas solugdes estoques de MOX e ABA na concentragcao de 1000
ug mL™, pela dissolucdo dos respectivos padrées em acetonitrila. A partir destas
solucdes foram preparadas solugdes padrao intermediarias, na concentragdo de 100
ug mL™, pela diluicdo da solucdo estoque em acetonitrila. As solucdes de trabalho,
na concentragdo de 10 pg mL"', foram preparadas pela diluicdo da solugcdo
intermediaria em acetonitrila.

Da mesma forma foram preparadas trés solucbes do composto eprinomectina
(EPR), nas mesmas concentragdes a fim de se utilizar como padrdo interno para as
analises.

A estabilidade das solugbes foi avaliada em trabalho anterior (Ferreira et al.,
2016). Todas as solugdes foram mantidas em fracos ambar sob refrigeracdo. As
solugbes estoque foram armazenadas a -18 °C por um periodo maximo de um ano;
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as solugdes intermediarias e de trabalho foram estocadas em geladeira (4 °C) por

um periodo méaximo de dois meses e duas semanas, respectivamente.

l1l.6 Método analitico
lll.6.1 Preparo de amostra de solo

O preparo de amostras foi baseado em um procedimento ja descrito em
trabalho anterior desenvolvido no grupo de pesquisa (Ferreira et al, 2016). Em
resumo, uma quantidade de 5 g de solo branco (livre dos analitos em estudo) seco e
peneirado, foi transferida para tubo Falcon de vidro e fortificada com 1 mL de uma
solucao contendo MOX e ABA preparadas em acetonitrila. A mistura foi agitada em
vértex por 1 min e deixada em repouso por 24 horas para incorpora¢ao dos analitos
na matriz e evaporagéao do solvente.

A extracao dos analitos foi realizada pela adicao de 10 mL de metanol ao solo
previamente fortificado, agitacdo em vortex por 30 segundos, seguida de
centrifugacao por 5 min a 1046 g. O sobrenadante foi removido e transferido para
outro tubo e o processo de extragcéo foi repetido com uma nova adi¢ao de 5 mL de
metanol. Os sobrenadantes foram combinados e o solvente foi removido sob fluxo
de N2 e aquecimento em banho de agua a 60 °C.

Por fim, o residuo foi resuspenso em 1 mL de acetronitrila, agitado em voértex
e filtrado (0,2 um) diretamente para o vial. A quantificacéo foi realizada por curva na
matriz usando EPR como padrédo interno, sendo este adicionado sempre na
concentracdo de 75 ng g antes do inicio do processo de extragao.

111.6.2 Curva analitica

A curva analitica foi construida mediante fortificacdo das amostras de solo
branco com os analitos (ABA e MOX) em seis niveis de concentracao: 5, 25, 50, 75,
100 e 125 ng g™'. A concentragdo do padrio interno (EPR) foi de 75 ng g™'. O volume
de solugdao contendo os padrées dos analitos assim como o volume de padrao
interno adicionado foi de 500 puL para 5 g de solo. Todos os pontos foram
preparados em duplicatas independentes. A extragcdo dos analitos foi realizada
conforme descrito no item II1.6.1 e a quantificacdo conforme item 111.6.3.
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111.6.3 Quantificacao de abamectina e moxidectina em solos por UHPLC-MS/MS

As condic¢Ges utilizadas para a separagao e detec¢ao dos analitos no sistema
UHPLC-MS/MS estao listadas na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros analiticos de quantificacdo de ABA e MOX.

Condicoes cromatograficas

Coluna analitica

Acquity UPLC ® BEH C18

Vazao da fase movel

Temperatura da coluna 40 °C
Volume de Injecao 2 uL
Acetonitrila: acetato de aménio 5 mmol L™
Fase movel
70:30 (v/v)
Eluicéo Modo isocratico
0,5 mL min™

Condigcoes no espectrometro de massas

Vazao do gas de dessolvatacao N2, 900 L h™
Vazao do gas de ionizagao Nz, 100 L h™
Presséo do gas de colisao Ar, 3,7x10° mbar
Temperatura da fonte 150 °C
Temperatura de dessolvatacao 400 °C
Energia do capilar 3,5 kV

As condicbes utilizadas para monitorar a transicao dos ions de interesse sao

apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Parametros de monitoramento de ions m/z no espectrdmetro de massas.

lon lons Voltagem .
_ Forma de Energia de
Analito o precursor Produto do cone o
ionizagao colisao (V)
(m/z) (m/z) (V)
_ 567.,4 24 14
Abamectina | [M+NH4]" 890,5
305,3 24 26
. . 528,3 23 9
Moxidectina [M+H]* 640,4
498,3 23 10
186,1 20 20
Eprinomectina [M+H]* 9145
330,2 20 14

111.6.4 Validacao do método

O método para determinacdo de ABA e MOX em amostras de solo
provenientes dos ensaios de degradacdo foi validado mediante avaliagdo dos
seguintes parametros: faixa linear de trabalho, linearidade, precisdo intra- e inter-
dias, exatidao, efeito matriz e limite de quantificagéo (LOQ).

A faixa linear e a linearidade foram estabelecidas por meio de curva analitica,
em duplicata, em seis niveis de concentragdo (5, 25, 50, 75, 100 e 125 ng g) a
partir de amostras branco de solo fortificadas com os analitos ABA e MOX. Apéds
avaliacao da presenca de possiveis valores extremos (outliers) pelo método dos
residuos padronizados e analise dos residuos foi estabelecida a equacao da reta
pelo método dos minimos quadrados ordinarios. A linearidade é expressa pelo
coeficiente de correlagédo linear.

Para a avaliacdo da precisao foram efetuadas analises em replicatas do ponto
médio da curva analitica na matriz branco do solo fortificada na concentracao de 75
ng g"'. A precisdo intra-dias foi realizada pela analise da amostra fortificada, pelo
mesmo analista e no mesmo equipamento, em sextuplicata no mesmo dia e a
precisdo inter-dias em trés dias diferentes, sendo sextuplicata no primeiro dia e
triplicata nos outros dois dias. Os resultados foram expressos pelos coeficientes de
variacédo (CV).

A exatidao foi avaliada pelo ensaio de recuperacao a partir da fortificacao de
amostras branco do solo no ponto médio da curva analitica (75 ng g™'). As anélises
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foram realizadas no mesmo dia e os resultados foram expressos pela relacdo entre
a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo teorica

correspondente, de acordo com a Equagéo 1.

Concentracao média experimental

Exatidio (%) = x 100 (Eq. 1)

Concentracio teoérica

Para avaliar o efeito matriz foram construidas duas curvas analiticas, uma
com os analitos no solvente (acetonitrila) e outra pela fortificacdo do extrato (apds
extragao solido-liquido) do solo branco. Ambas as curvas foram feitas nas mesmas
concentragdes utilizadas anteriormente e o efeito matriz (%) foi calculado para cada
um dos analitos através da comparacao das inclinagées das duas curvas como

descrito na Equagao 2.

inclinagdo da reta no extrato da matriz

Efeito Matriz (%) = ( —1) x 100 (Eq. 2)

inclinacao da reta no solvente

O limite de quantificacao (LOQ) nos dois tipos de solo foi determinado através
da fortificacdo de aliquotas de 5 g de solo da mesma forma como descrito no item
l11.6.1 porém utilizando concentragdes decrescentes dos analitos até atingir a
concentracdo na qual é observado no cromatograma da amostra um valor de
relagdo sinal/ruido préximo a 10. Para avaliar o limite de quantificagdo foram
utilizados 1 mL de solugdo de ambos os analitos (ABA e MOX) nas concentragcdes
de 0,5e 0,1 ng g para a fortificacdo de 5 g de solo.

lll.7 Estudo da fotodegradacao

Para realizar os testes de fotodegradacéo, foi utilizada uma camara climatica
modelo MA 835/UR com controle de temperatura e umidade, no interior da qual
foram acopladas duas lampadas tubulares negras LTTB-20 W com maximo do
comprimento de onda de emissdo em 365 nm (regidao do UVA). As lampadas foram
dispostas horizontalmente na parte inferior da prateleira mais alta da camara,
fazendo com que a radiacdo incidisse sobre a prateleira logo abaixo, a qual foi
utilizada para posicionar as amostras. A distancia entre as lampadas e as amostras
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foi de 15 cm. A prateleira acima das lampadas foi utilizada para avaliacdo da
degradacao dos analitos na auséncia de luz.

Devido ao aumento da temperatura no interior da camara causado pelo
funcionamento continuo das lampadas foi necessaria a instalagdo de um trocador de
calor na forma de uma serpentina de cobre acoplada a um banho de resfriamento a
fim de manter a temperatura proxima a temperatura ambiente.

A intensidade de radiacao incidida sobre cada regido do interior da camara foi
medida usando um radidmetro. A camara foi mapeada em relagéo a radiagdo e as
amostras posicionadas nos locais onde foi verificada maior homogeneidade.

Para os estudos de fotodegradacao foram utilizadas placas de Petri de 9cm de
didmetro sobre as quais, aliquotas de 5 g do solo em estudo, seco e peneirado,
foram espalhados formando uma camada de, no maximo, 2 mm de espessura. A
cada placa foram adicionados 700 pL de agua nos experimentos com o solo RQo e
1,1 mL com o solo LVe a fim de atingir o valor de 55% da capacidade de retencéo de
agua destes solos, segundo descrito no Guia OECD 307 (OECD, 2002). As
amostras de solo foram, entdo, fortificadas utilizando 100 pyL das solugbes dos
analitos estudados (MOX e ABA) para resultar em uma concentragéo de 100 ng g.
Os solos fortificados foram homogeneizados manualmente com uso de espatulas
metélicas e compactadas a fim de formar uma camada homogénea sobre a placa.

Apods serem expostas a radiacdo a temperatura de 25 + 2 °C pelo periodo
determinado dos experimentos, as amostras foram retiradas da camara, envolvidas
em papel aluminio e armazenadas em geladeira (aproximadamente 8 °C) até serem
analisadas. Para a realizacdo do procedimento de extragdo as amostras foram
transferidas para tubos Falcon de vidro e fortificadas com 500 uL da solugédo padréao
interno (EPR) na concentracdo de 75 ng g'. A extragdo dos analitos foi realizada
conforme descrito em |11.6.1 e a quantificacao conforme item 111.6.3.

lll.8 Otimizacao das condicoes experimentais

Antes de comecar o experimento de fotodegradacdo foram avaliados alguns
fatores que poderiam influenciar os resultados: i) tempo de fortificacdo dos solos
com os analitos alvos anterior aos ensaios de fotodegradacédo, ii) condicbes de

armazenamento das amostras apos a retirada da camara e antes da analise
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cromatografica, iii) possivel sorcao dos analitos na superficie de vidro da placa de
Petri. Os testes foram executados utilizando o solo RQo fortificado com os analitos

do mesmo modo como ja descrito anteriormente.

i) Tempo de fortificagdo anterior aos ensaios de fotodegradacéo: foram avaliados
dois tempos de fortificacdo das amostras de solo antes de serem expostas a
radiacao, 0 e 24 horas. Para isso, aliquotas de 5 g de solo seco e peneirado foram
espalhadas sobre placas de Petri de 9 cm de didmetro, acrescidas de 700 pL de
agua purificada em sistema Mili-Q e fortificadas com 100 pL da solugdo de MOX e
ABA em acetonitrila de modo que a concentragéo dos analitos fosse de 100 ng g
As amostras foram homogeneizadas manualmente e espalhadas sobre a placa de
Petri. As amostras que foram fortificadas 24h antes da realizagdo dos ensaios foram
deixadas em repouso a temperatura ambiente e envolvidas em papel aluminio. Em
seguida, as amostras foram expostas a radiagcdo por 24 horas. A extracdo dos
analitos foi realizada conforme descrito em 111.6.1 e a quantificacdo conforme item
111.6.3.

i) Condigbes de armazenamento das amostras apos a retirada da camara e
anterior a analise cromatografica: foram avaliados dois tempos e duas temperaturas:
24 e 48 horas a temperatura ambiente e 24 e 48 horas a 8 °C. Para isso, aliquotas
de 5 g de solo seco e peneirado foram espalhadas sobre placas de Petri de 9 cm de
diametro, acrescidas de 700 uL de agua purificada em sistema Mili-Q e fortificadas
com 100 pL da solucdo de MOX e ABA em acetonitrila. As amostras foram
homogeneizadas manualmente e espalhadas sobre a placa de Petri. As amostras
foram expostas a radiacdo por 24 horas, retiradas da camara climatica, envolvidas
em papel aluminio e mantidas em repouso nas diferentes condi¢gdes descritas. Os
experimentos foram feitos em duplicata, sendo duas amostras extraidas
imediatamente apds a retirada da camara para fins de comparacao. A extracao dos
analitos foi realizada conforme descrito em 111.6.1 e a quantificacdo conforme item
111.6.3.

iii) Sorcdo dos analitos na superficie de vidro da placa de Petri: duas aliquotas de
5 g de solo seco e peneirado foram espalhadas sobre placas de Petri de 9 cm de
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didmetro, acrescidas de 700 pL de agua filtrada em sistema Mili-Q e fortificadas com
100 pL da solucdo de MOX e ABA em acetonitrila. As amostras foram
homogeneizadas manualmente, espalhadas sobre a placa de Petri, envoltas em
papel aluminio e deixadas em repouso ao abrigo de luz por 72 horas. Todo o solo foi
retirado e as placas de Petri foram lavadas com 2 volumes de 5 mL de acetonitrila e,
em seguida, com 2 volumes de 2,5 mL de acetato de etila. Os solventes foram
recolhidos separadamente, filtrados e analisados da mesma forma que as demais
amostras. O solo foi transferido para tubos Falcon de vidro e a extracdo dos analitos
foi realizada conforme descrito em 111.6.1 e a quantificagdo conforme item I11.6.3.

lll.9 Avaliacao da fotodegradacao

12 Ensaio — Solo RQo 160 horas

A fim de se estudar a dissipacdo dos analitos na presenca da radiagao, foram
preparadas 24 amostras de solo RQo branco fortificadas com os analitos na
concentragdo de 100 ng g"'. As amostras foram posicionadas na regido de maior
homogeneidade de incidéncia de radiagcdo na camara climatica e incubadas a 25 + 2
°C e 75% de umidade por 160 horas, sendo retiradas, em duplicata, nos tempos 15,
23, 39, 46, 53, 64, 70, 76, 86, 94, 110, 140 e 160 horas. As amostras foram
analisadas por UHPLC-MS/MS conforme procedimento anteriormente descrito.
Durante o periodo de permanéncia das amostras na camara climatica, a agua

perdida por evaporacao foi reposta manualmente através de um borrifador.

22 Ensaio — Solo RQo 288 horas

Um segundo ensaio foi realizado incluindo amostras de solo RQo estéril. A
esterilizacao do solo foi realizada em autoclave por 30 min a 121 °C.

Os ensaios foram feitos da mesma forma como no item anterior, porém usando o
solo esterilizado e ndo esterilizado. As amostras foram incubadas da mesma forma
como descrito anteriormente, porém por um periodo total de 288h (~14 dias) a fim de
verificar o perfil de degradacdo por um periodo de tempo maior sendo retiradas, em
duplicata, nos tempos 48, 96, 144, 192, 240 e 288 horas. Amostras de solo estéril e

nao estéril usadas como controle foram dispostas na regido acima das lampadas, no
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interior de caixas de papeldo para que nao recebessem incidéncia da radiacéo.
Estas amostras controle também foram retiradas em intervalos de tempo
determinados. O procedimento de extracao e quantificagao foi realizado conforme

descrito nos itens 111.6.1 e 111.6.3.

32 Ensaio — Solo LVe 280 horas

O terceiro ensaio consistiu em repetir o mesmo procedimento realizado
anteriormente utilizando desta vez, o solo LVe como substrato. Foram preparadas
24 amostras da mesma forma como descrito anteriormente sendo estas incubadas
por um periodo total de 280 horas. As amostras foram retiradas em duplicatas nos
tempos 24, 90, 138, 190, 240 e 280 horas. Foram incubadas também amostras de
solo estéril e ndo estéril ao abrigo de luz, sendo estas também retiradas em

intervalos de tempo determinados e analisadas como ja descrito.
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CAPITULO IV- RESULTADOS E DISCUSSAO
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Para avaliar o perfil de fotodegradacdo da MOX e ABA nos solos arenoso e
argiloso foi necessaria a implementacéao e validacao de um método analitico para a
quantificagcdo dos analitos nos solos e adaptacdo de uma camara climatica para
desenvolver os estudos de fotolise.

O método analitico empregado neste trabalho foi baseado em um trabalho ja
desenvolvido anteriormente, que visava a determinacao de abamectina, ivermectina,
doramectina, eprinomectina e moxidectina em solos (Ferreira et al., 2016). O método
foi adaptado, uma vez que, neste trabalho, apenas foram quantificadas a
abamectina e moxidectina. Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos a

sequir.

IV.1 Métodos analiticos

Devido as caracteristicas fisico-quimicas da ABA e MOX, a complexidade da
matriz e dos niveis de concentracdo a serem avaliados, a técnica de escolha foi a
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia associada a espectrometria de massas
sequencial (UHPLC-MS/MS).

A extragdo de abamectina, ivermectina, doramectina, eprinomectina e
moxidectina em trés tipos de solo havia sido avaliada em trabalho anterior no grupo
de pesquisa. Entre os solventes avaliados (acetato de etila, acetonitrila, acetona,
diclorometano e metanol), o metanol foi 0 mais indicado, levando a recuperagdes
superiores a 72% (Ferreira et al., 2016). Sendo assim, neste trabalho o
procedimento adotado foi baseado na extracdo da ABA e MOX com metanol,
conforme o procedimento descrito item 111.6. N&o foi realizado clean-up adicional do
extrato ja que foi observada baixa influéncia de efeito matriz e este ainda é
minimizado pelo uso da espectrometria de massas sequencial. O extrato foi apenas
seco e ressupenso em acetonitrila e injetado diretamente no sistema UHPLC-
MS/MS.

A composi¢do da fase mdvel, bem como o uso dos aditivos e os parametros
utilizados na detecgdo dos compostos também ja haviam sido previamente
estudados (Ferreira et al., 2016). Foi verificado que o uso de metanol como fase
mével levava a um alargamento dos picos. Ja com o uso de acetonitrila a

intensidade do sinal analitico e o formato dos picos eram melhorados. Além disso, é
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necessario o uso de um aditivo na fase mével a fim de proporcionar a ionizagao dos
analitos. As avermectinas, de modo geral, apresentam problemas na ionizagao
usando a fonte de eletronebulizagcéo e posterior fragmentacdo na camara de colisao,
em particular quando adutos de sbédio sado formados. Na literatura sdo descritos,
entre outros, o uso de aditivos como acido férmico (Pozo et al, 2006), formiato de
amodnio e acetato de aménio (Lorenzo et al, 2012) a fim de evitar a formacao de
adutos metdlicos, o que poderia dificultar a fragmentagdo das moléculas no
espectrébmetro de massas e, portanto, interferir na sua deteccao além de evitar a
formagédo de adutos a partir de residuos ionizados da matriz, evitando assim as
interferéncias na quantificagdo dos analitos.

Para a ABA foi observada maior sensibilidade quando utilizado acetato de
amodnio, em comparagdo com acido férmico na presenga de acetonitrila. Sendo
assim, para a ABA foi monitorado o aduto de amdnio. Para os outros dois analitos, a
MOX e a EPR, foram monitorados os ions protonados.

A separagdo dos analitos foi conduzida em uma coluna de fase reversa C18
utilizando como fase mével uma mistura de solugcao aquosa de acetato de amdnio
0,1% m/v e acetonitrila. A quantificacao foi realizada através do monitoramento de
reacdes selecionadas (SRM), usando uma transicdo de quantificacao e outra de
confirmacdo de identidade. As transicdes monitoradas estdo apresentadas na
Tabela 5 no item 111.6.3.

Um cromatograma caracteristico da analise do solo RQo fortificado com ABA e
MOX na concentragdo de 50 ng g esta apresentado na Figura 9. A eprinomectina
foi empregada como padrao interno e se mostrou adequada para essa finalidade.
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Figura 9. Cromatogramas (SRM) das amostras branco de solo RQo fortificadas
com solucdo de ABA e MOX em acetonitrila, na concentragdo de 50 ng g,
empregando coluna cromatografica Acquity UPLC ® BEH C18 1,7 uym; 2,1 x 50
mm, fase movel ACN: NH4Ac 0,1% em agua, 90:10 (v/v) em modo isocratico,

vazdo de 0,5 mL min™ " e volume de injecdo de 2 pL.

Nao existe uma definicao do nivel de concentragcao que deve ser empregado
para estudos de fotodegradacdo de farmacos veterinarios em solos. No entanto,
uma concentracdo genérica de 100 ng g' tem sido adotada seguindo a
recomendacgédo da EMEA para o limite maximo de residuos de farmacos veterinarios
em solos (EMEA, 2008). Considerando que teores de 1 a 10% do teor inicial do
farmaco teste deveriam ser passiveis de ser quantificados nos solos, curvas
analiticas de 5 a 125 ng g'1 foram construidas para avaliar a linearidade nesta faixa
de concentracdo. Devido ao inerente efeito matriz e neste caso supressao de sinal,
as curvas foram todas construidas mediante fortificacdo da matriz branca do solo.
Para avaliar a auséncia dos analitos nos solos coletados estes foram
preliminarmente analisados. Como padrao interno foi empregado a EPR. Na Figura
10 e Figura 11 sdo mostradas as curvas analiticas da ABA e da MOX obtidas para o
solo RQo utilizando a EPR como padréo interno e seus respectivos graficos de

residuos.
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Figura 10. Curva analitica utilizando o solo RQo branco fortificado em seis
niveis de concentracao para MOX e seu respectivo grafico de residuos.
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Figura 11. Curva analitica utilizando o solo RQo branco fortificado em seis niveis de

concentracao para ABA e seu respectivo grafico de residuos.

Os valores de faixa linear, coeficiente angular (sensibilidade) e coeficiente de
correlacao linear (linearidade, r) sdo mostrados na Tabela 7, assim como os demais
parametros de validagdo do método.

Tabela 7. Parametros analiticos obtidos para os analitos MOX e ABA no solo RQo.

Moxidectina Abamectina
Faixa linear de trabalho 5-125ng g’ 5-125ng g’
Coeficiente angular (sp) 0,0111 (0,0002) 0,0084 (0,0001)
Coeficiente linear (s,) 0,01 (0,01) 0,010 (0,008)
Linearidade (r) 0,9983 0,9971
Intra-dias, 8.4% 1.5%
. n=6
Precisao Inter-dias
’ 16,7% 2,4%
n=12
Exatidao 113% 90%
Efeito Matriz 16% 5%
Limite de quantificacdo 0,5ngg" 0,5ngg’

s: estimativa do desvio padrao.



O mesmo procedimento foi realizado empregando o solo LVe. As curvas
analiticas obtidas para ABA e MOX e seus graficos de residuos sdo mostrados nas

Figura 12 e Figura 13 os parametros de validagéo na Tabela 8. Parametros

analiticos obtidos para os analitos MOX e ABA no solo LVe.
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Figura 12. Curva analiticas utilizando o solo LVe branco fortificado em seis niveis de

concentragado para MOX e seu respectivo gréafico de residuos.
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Figura 13. Curva analitica utilizando o solo LVe branco fortificado em seis niveis de

concentracao para ABA e seu respectivo grafico de residuos.

Tabela 8. Pardmetros analiticos obtidos para os analitos MOX e ABA no solo LVe.

Moxidectina Abamectina
Faixa linear de trabalho 5-125ngg’ 5-125ngg’
Coeficiente angular (sp) 0,0067 (0,0001) 0,0078 (0,0001)
Coeficiente linear (sg) 0,0002 (0,0009) 0,0117 (0,0082)
Linearidade (r) 0,9982 0,9990
nitacdias, 3,9% 4,3%
Precisao Inter-dias
’ 3,2% 3,4%
n=12
Exatiddo 109% 111%
Efeito Matriz 18% 5%
Limite de quantificacdo 0,5ngg’ 05ngg’

s: estimativa do desvio padrao.
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Os coeficientes de correlacao linear (r) resultaram em valores acima de 0,99 para
ambos os analitos nos dois solos estudados e os graficos de residuos mostram uma
distribuicdo aleatéria dos residuos sem evidéncia de tendéncias. A precisdo do
método, avaliada pela andlise de replicatas em um mesmo dia e dias diferentes, com
amostras branco de solo fortificadas com ABA e MOX a um nivel de concentragao
de 75 ng g™, foi menor do que 17% e pode ser considerada aceitavel para o nivel de
concentragdo avaliado, a complexidade da matriz e os objetivos pretendidos. Pela
equacao de Horwitz, o coeficiente de variagcdo para a precisdo interlaboratorial
aceitavel para a faixa de concentracdo de 10 e 100 ng g™ é de até 20%.

A exatiddo do método, calculada pelo teste de recuperacdo e expressa pela
porcentagem de recuperacdo média (n = 6) de solo branco fortificado com os
analitos a uma concentragdo de 75 ng g™, foi de 113% para a MOX e 90% para a
ABA no solo RQo e 109% para a MOX e 111% no solo LVe.

A partir das curvas analiticas utilizando o solvente e o extrato da matriz
fortificado, foi possivel calcular o efeito matriz, obtendo-se os valores de 16% para a
MOX e 5% para a ABA no solo RQo e 18% para a MOX e 5% para a ABA no solo
LVe. Esses resultados indicam que a coextragcdo de substancias da matriz que
pudessem afetar a ionizac&do dos analitos na fonte de eletronebulizacéo foi baixa.

IV.2 Adaptacao da camara climatica

Para os processos fotoquimicos, a faixa de radiacado mais efetiva é a radiacao
UV, que pode ser dividida em trés faixas: UVA, UVB e UVC, sendo que UVA ¢é a
faixa mais longa e mais proxima do espectro visivel, compreendendo os
comprimentos de onda entre 320 nm e 400 nm. Essa faixa espectral, também, é a
principal faixa de radiacdo UV que chega a superficie terrestre e esta relacionada
com processos que envolvem a absorcao direta de energia (Moore 1987). Radiacao
UVB e UVC, apesar de serem mais energéticas e, portanto, mais passiveis de
realizar fotdlise, consistem em apenas 10% da faixa de radiacdo que atinge a
superficie terrestre. Dessa forma, no presente experimento, foram utilizadas duas

lampadas negras de 20 W com maximo de emissdo em 365 nm (regido do UVA).
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O espectro de emissao das lampadas utilizadas foi obtido através de um
espectrometro do tipo S2000. A Figura 14 mostra o pico de emissao da radiacao UV
em 365 nm.

Espectro de Emissao das Lampadas
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Figura 14. Espectro de emissao das lampadas UVA.

As lampadas foram posicionadas na parte superior interna da camara
climatica como mostrado na Figura 15. O funcionamento continuo das lampadas fez
aumentar a temperatura no interior da camara, e a mesma nao foi capaz de manter
constante a temperatura durante os estudos. Dessa forma, foi inserido um trocador
de calor na forma de uma serpentina de cobre acoplado a um banho de
resfriamento, o qual foi programado nas condicdes que pudesse manter a
temperatura interna da camara em 25 + 2 °C. Durante os experimentos a
temperatura foi medida em tempos regulares por um termdémetro inserido na
prateleira no nivel em que foram posicionadas as amostras durante o experimento.

Foi realizado um mapeamento das intensidades de radiagcdo obtidas no
interior da camara utilizando um radiémetro. Foi obtida uma média de intensidade de
0,8 pW/cm? na regido logo abaixo e entre as lampadas. Esses locais foram
escolhidos para o posicionamento das amostras, ficando estas a uma distancia de
15 cm das lampadas.
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Figura 15. Foto da camara climatica com o trocador de calor e as lampadas

fixadas na prateleira superior.

IV.3 Estudos preliminares

Para avaliar a fotodegradacao dos antiparasitarios no solo é necessario fortificar
0 mesmo previamente com os analitos a fim de que ocorra a incorporacao destes na
matriz, porém nao deve ocorrer durante este tempo degradacdo dos mesmos devido
a fatores como a presenca de microrganismos, ou temperatura. Sendo, assim, foram
realizados ensaios preliminares para definir as condi¢cdes experimentais e garantir a
confiabilidade dos resultados.

Foi avaliado o tempo de fortificacdo das amostras de solo com ABA e MOX antes
do inicio dos ensaios de fotodegradacao a fim de verificar se ocorreria degradacao
dos analitos devido a acao de microrganismos ou calor durante o tempo de repouso,
confirmando assim a possibilidade de as amostras serem fortificadas 24 horas antes
de serem dispostas na camara.

Foram avaliadas também condicbes de armazenamento das amostras apés a
retirada da camara a fim de avaliar a possibilidade de ocorréncia de degradacao dos
analitos quando armazenadas por até 48 horas, confirmando também a
possibilidade de as amostras serem armazenadas por 48 horas antes de serem
analisadas.

O ultimo teste avaliou a possibilidade de ocorrer a adsorcdo dos analitos na

superficie da placa de Petri ja que as avermectinas apresentam alta afinidade por
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superficies poliméricas como demonstrado por Dionisio e Rath, que observaram que
até 90% da quantidade inicial de ABA pode ficar retida em superficies de
polipropileno ou politetrafluoroetileno (Dionisio & Rath, 2016). Dessa forma foi
necessario garantir que nao haveria perdas dos analitos por adsor¢éo nas placas de
Petri durante o ensaio.

Os resultados dos testes sdo apresentados e discutidos a seguir.

1. Tempo de fortificacdo das amostras de solo com ABA e MOX anterior aos
ensaios de fotodegradacao: foram avaliados dois tempos de fortificacdo dos
solos (100 ng g') antes das amostras serem colocadas na camara: 0 e 24
horas. ApGs esse periodo as amostras foram expostas a radiacao por um
tempo de 24 horas, retiradas da camara e analisadas por UHPLC-MS/MS.
Como padréao interno para a quantificacao foi empregada a EPR que foi
adicionada na concentracdo de 75 ng g apos a retirada das amostras da
camara. Para fins de comparacao os resultados foram apresentados como a

razdo da area do analito pela area do padrao interno e estdo mostrados na

Figura 16.
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Figura 16. Raz&o entre as areas registradas nos cromatogramas para a MOX e
ABA e a area do padrao interno para as amostras de solo RQo fortificadas com 100
ng g' nos tempos 0 e 24 horas anteriores ao inicio dos ensaios. Exposicdo a
radiacao por 24h.

E possivel observar que apés 24 horas houve uma pequena diminuicdo da
concentracdo dos analitos nos solos. No entanto, essa diminuicdo se encontra
dentro da margem de precisdo do método analitico para analises realizadas em dias
diferentes (em torno de 20%), podendo ser considerada estatisticamente nao

significativa. Mesmo assim, por questbes praticas, os ensaios posteriores foram
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realizados a partir da fortificacdo das amostras imediatamente antes do inicio dos

experimentos.

2. Condi¢cbes de armazenamento das amostras apos a retirada da camara e
anterior a andlise cromatografica: foram avaliados também, dois tempos e
duas temperaturas de armazenamento apds a retirada das amostras da
camara: 24 e 48 horas a temperatura ambiente e 24 e 48 horas sob
refrigeracdo (4 °C). Esses resultados sdo importantes para definir como as
amostras devem ser armazenadas e por quanto tempo podem ser mantidas
apos a realizacao dos ensaios de fotodegradacao sem que haja uma pés-
degradacao dos analitos na matriz. Os resultados s@o mostrados na Figura
17.
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Figura 17. Razdo entre as areas registradas nos cromatogramas para a MOX e

ABA e a éarea do padrao interno para as amostras de solo RQo fortificadas
imediatamente antes do inicio dos ensaios e extraidas em diferentes tempos (0, 24
e 48 horas) e temperaturas (temperatura ambiente e sob refrigeragéo). A=extragao
imediata ap6s retirada da camara, B=extracdo apdés 24 horas a temperatura
ambiente, C=extracdo apos 24 horas sob refrigeracdo, D=extracdo apos 48 horas a
temperatura ambiente e E=extracao apds 48 horas sob refrigeracdo. As areas estao
representadas segundo a razdo area do analito/area do padrdo interno (EPR). A
barra de erros € referente aos valores maximo e minimo dos resultados das

duplicatas.

As diferencas entre os valores observados nos graficos sdo devidas as
variacoes intrinsecas do método e se encontram dentro da margem de preciséo para

analises realizadas em dias diferentes. Dessa forma, € possivel inferir a partir dos
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dados obtidos que ndo ha pds-degradacao significativa dos analitos no solo apds

exposicao a radiacao por 24 horas, quando armazenadas a temperatura ambiente

ou geladeira por um periodo maximo de 48 horas. Sendo assim, todas as amostras

provenientes dos ensaios de fotodegradacdo sempre foram analisadas em periodo

menor do que 48 horas sendo sempre armazenadas em geladeira.

3. Sorcao dos analitos na superficie de vidro da placa de Petri: a possibilidade
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da adsorcao dos analitos na superficie de vidro da placa de Petri foi avaliada

a partir da realizagao de lavagens da placa com acetonitrila e acetato de etila

apos 72 horas de contato com o solo fortificado com os analitos na

concentracdo de 100 ng g'. Os dois solventes foram selecionados por

apresentarem polaridades diferentes, sendo a acetonitrila polar e o acetato

de etila de polaridade média, e assim garantir a total extracao dos analitos a

partir da superficie das placas. Para garantir a confiabilidade dos resultados,

foi realizado um balanco de massas, mediante a analise também dos solos.

As porcentagens de recuperacdo dos analitos no solo, na solugdo de

lavagem com acetonitrila e acetato de etila estdo apresentadas na Figura 18.
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Figura 18. Recuperacdo de MOX e ABA a partir de lavagens das placas de Petri
com acetonitrila e acetato de etila apds 72 horas de contato com o solo fortificado.

Os resultados mostram que nao ocorre adsorcao relevante dos analitos na

superficie do vidro durante o tempo e condigdes experimentais empregadas.

Foi ainda avaliada a perda de agua em funcdo do tempo de permanéncia das

amostras na camara climatica. A umidade do solo foi mantida em um valor entre 40

e 60% em relacdo a sua capacidade de retencdo de agua para possibilitar a
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interagdo dos analitos com o solo, facilitando a difusdo das moléculas alvo através
dos poros das particulas de solo.

Foi observado, porém, que apds 24 horas praticamente toda a massa de agua
adicionada no inicio do experimento era perdida. Considerando que as placas de
Petri apenas poderiam ser cobertas com um material que ndo absorvesse a
radiacao, ou seja, quartzo, e essa proposta nao seria viavel neste trabalho, optou-se

por repor a agua evaporada em intervalos de tempo, usando um borrifador.

IV.4 Fotodegradacao

Depois da otimizacao de todos os parametros experimentais, foram realizados os
estudos de fotodegradagdo, que consistiram em trés ensaios. No primeiro ensaio
(Ensaio 1) foi avaliada a fotodegradacdo dos analitos ABA e MOX no solo RQo
durante um periodo de 160 horas. As amostras foram retiradas da camara em
duplicata apés 15, 23, 39, 46, 53, 64, 70, 76, 86, 94, 110, 140 e 160 horas e os
analitos foram quantificados através do método UHPLC-MS/MS previamente
estabelecido e validado. As concentragdes da MOX e ABA foram plotadas em

fungéo do tempo e os resultados estao apresentados na Figura 19 e Figura 20.
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Figura 19. Perfil de dissipacao de MOX no solo RQo exposto a radiacao UV por 160
horas. Concentracao inicial de MOX 100 ng g™'. Temperatura de 25 + 2 °C.



69

Fotodegrada¢ao Abamectina
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Figura 20. Perfil de dissipagdo de ABA no solo RQo exposto a radiacao UV por 160
horas. Concentragao inicial de MOX 100 ng g”'. Temperatura de 25 + 2 °C.

Os graficos mostram que ha um decaimento mais acentuado da concentracao de
ABA e MOX nas primeiras 100 horas de exposicdo a radiagdo e um decaimento
mais lento no tempo subsequente (apds 100h). A MOX apresentou uma diminuigao
na sua concentracdo de 50% e a ABA de 40% em relacdo a concentracao inicial
apos exposicao a radiacao por 160 horas.

Como a degradagdo maxima obtida com o experimento de 160 horas foi de
apenas 50%, um segundo ensaio foi conduzido a fim de avaliar os perfis de
degradacao de ABA e MOX por um periodo de tempo maior.

O segundo ensaio (Ensaio 2) consistiu em repetir o procedimento do Ensaio 1,
porém avaliando a degradacdo dos analitos por um periodo de 288 horas.
Duplicatas das amostras foram retiradas da cdmara nos tempos 48, 96, 144, 192,
240 e 288 horas. Este ensaio incluiu também amostras de solo esterilizado em
autoclave e amostras protegidas da luz a fim de avaliar uma possivel contribuicao
dos microrganismos presentes no solo para a degradacao dos analitos e comparar
os resultados com os obtidos com as amostras controle.

Em ambos os experimentos foram adicionados MOX e ABA ao solo RQo na
concentracdo de 100 ng g e a temperatura da camara foi mantida em 25 + 2 °C.

A fim de avaliar a ocorréncia da fotodegradacéo dos analitos, foram comparados
os perfis de degradacéao obtidos para MOX e ABA a partir das amostras de solo RQo
nao estéril que foram expostas a radiagdo e daquelas que ficaram protegidas da luz
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UV no experimento com duracao de 288 horas. Os resultados para a degradacao da

MOX e ABA sao apresentados na Figura 21 e Figura 22, respectivamente.

Fotodegradag¢ao MOX solo RQo
120
100 ‘
@
80
%
s H
f)' H g El # Sem exposicdo UV
40 H H [ Exposicdo UV
20
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (h)

Figura 21. Comparacéo dos perfis de degradacdo de MOX em amostras de solo
RQo expostas a radiacao UV (amarelo) e amostras protegidas da radiacao UV (azul)
provenientes do Ensaio 2 com duracao de 288 horas. Concentracao inicial de MOX

100 ng g™'. Temperatura de 25 + 2 °C.
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Figura 22. Comparacdo dos perfis de degradagdo de ABA em amostras de solo
RQo expostas a radiacdo UV (amarelo) e amostras protegidas da radiacdo UV (azul)
provenientes do Ensaio 2 com duragdo de 288 horas. Concentracao inicial de ABA

100 ng g"'. Temperatura de 25 + 2 °C.
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E possivel observar uma diferenca nas concentragdes dos analitos entre as
amostras de solo RQo que foram expostas a radiacao UV e aquelas que ficaram
protegidas da luz, indicando a ocorréncia de degradagdo de ambos analitos por
fotdlise.

A fim de avaliar uma possivel contribuicdo da degradacdo por acao de
microrganismos durante o experimento, foram comparados os perfis de degradacao
de MOX e ABA obtidos a partir das amostras de solo RQo esterilizado em autoclave
e nao esterilizado (in natura), ambos expostos a radiacédo (Ensaio 2). Os resultados

para a MOX e ABA sao apresentados na Figura 23 e Figura 24 respectivamente.
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Figura 23. Comparagéo dos perfis de degradacdao de MOX em amostras de solo
RQo esterilizado (azul) e ndo esterilizado (laranja) expostas a radiacdo UV
provenientes do Ensaio 2 com duracao de 288 horas. Concentracao inicial de MOX

100 ng g"'. Temperatura de 25 + 2 °C.
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Fotodegradacao ABA solo RQo
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Figura 24. Comparacédo dos perfis de degradacdo de ABA em amostras de solo
RQo esterilizado (azul) e nao esterilizado (laranja) expostas a radiagcdo UV
provenientes do Ensaio 2 com duracdao de 288 horas Concentracao inicial de ABA

100 ng g"'. Temperatura de 25 + 2 °C.

Através das curvas obtidas é possivel observar que as amostras de solo que
foram submetidas ao processo de esterilizagdo por autoclave antes de serem
expostas a radiacao, tiveram o mesmo perfil de degradacao daquelas que néo foram
autoclavadas, ndo sendo possivel, assim, atribuir uma degradagédo adicional dos
analitos pela acdo dos microrganismos, o que confirma que a diminuicdo da
concentracao dos analitos em fungcéao do tempo seja apenas decorrente da fotdlise.

A auséncia de atividade microbiana sugere que a radiacdo inserida sobre o
solo pode ter sido responsavel pela diminuicdo da atividade microbiana ou até
mesmo levando a morte dos microrganismos presentes no solo

A presencga de microorgansimos nos solos pode ser confirmada pelo teste de
respirometria. No entanto, pela quantidade reduzida do solo nas placas de Petri (5 g)
nao seria possivel realizar o teste de respirometria pelo método tradicional. Além
disso, ja era esperado que em solos coletados em um periodo maior que 90 dias, e
estocados secos, a atividade microbiana seja muito baixa, ou mesmo inexistente. A
autoclavagem foi realizada para garantir que nenhum efeito além da radiacao fosse

observado no experimento.
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A curva obtida a partir das amostras néo esterilizadas e expostas a radiagdo no
experimento de 288 horas foi comparada com a curva de 160 horas a fim de avaliar
a extensado da degradacédo dos analitos nos dois periodos e a repetibilidade dos

resultados. Os resultados sdo apresentados na Figura 25 e Figura 26.
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Figura 25. Comparacdo dos perfis de degradacdao de MOX em amostras de solo
RQo nao esterilizado expostas a radiagdo UV no Ensaio 1 (160 horas) e no Ensaio 2

(288 horas). Concentracao inicial de MOX 100 ng g'. Temperatura de 25 + 2 °C.
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Figura 26. Comparacao dos perfis de degradacao de ABA em amostras de solo RQo
nao esterilizado expostas a radiacdo UV no Ensaio 1 (160 horas) e no Ensaio 2 (288

horas). Concentracao inicial de ABA 100 ng g'. Temperatura de 25 + 2 °C.

Os graficos mostram que ha um decaimento mais acentuado da concentracao de
ABA e MOX no inicio da exposicao da radiacdo e um decaimento mais lento no
tempo subsequente.

A MOX apresentou degradacao de 50% e 70% em relagao a concentracao inicial
apos exposicao a radiacao em 160 e 288 horas respectivamente e a ABA de 40% e
60% no mesmo periodo. A repetibilidade dos resultados foi satisfatéria, uma vez que
as duas curvas apresentaram o mesmo perfil com valores préximos e pouco
dispersos.

Os dados obtidos a partir da fotodegradacdo dos analitos no solo RQo néao
esterilizado no Ensaio 2 (experimento de 288 horas) foram linearizados através da
Equacdo 4, na qual C, representa a concentracio inicial dos analitos (100 ng g''), C
€ a concentracdo em cada tempo t e K é a constante de degradacao representada
pelo coeficiente angular da reta obtida. Os dados foram ajustados a um modelo de
pseudo-primeira ordem com linearidade expressa pelo coeficiente de determinacgao
de 0,99 para a MOX e 0,97 para a ABA. Os graficos obtidos sao apresentados na
Figura 27 na qual pode se verificar que os dados experimentais se ajustaram bem

ao modelo empregado.
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Figura 27. Linearizagdo dos perfis de degradagdo para MOX e ABA em solo RQo

nao esterilizado a partir do modelo de pseudo-primeira ordem.

Considerando o modelo de pseudo-primeira ordem foi possivel estimar um tempo
de meia vida (t1,2) de 210 horas (~9 dias) para a MOX e 365 horas (~15 dias) para a
ABA. O tempo de meia vida representa o tempo em que a concentragdo do analito é
reduzida a 50% da concentragéo inicial nas condi¢gées do experimento.

A partir da linearizacao foi possivel, também, obter os valores da constante de
velocidade da fotodegradacdo dos analitos sendo estimados valores de 3,3x10° h™
para a MOX e 1,9x10° h™' para a ABA, o que indica que a fotodegradagdo da MOX
neste solo é mais acentuada.

No terceiro ensaio (Ensaio 3) foram avaliados os perfis de degradacao de ABA e
MOX no solo LVe. Foram reproduzidas as mesmas condi¢cdes anteriores, ou seja, 0
solo foi fortificado com os analitos na concentracdo inicial de 100 ng g e a
temperatura da cdmara foi mantida em 25 + 2 °C. Foram utilizadas amostras de solo
LVe esterilizadas e nao esterilizadas e foram também incluidas amostras que
ficaram protegidas da radiacdo. Duplicatas das amostras foram retiradas da camara
nos tempos 24, 90, 138, 190, 240 e 280 horas. As concentragdes de ABA e MOX em

todas as amostras foram determinadas por UHPLC-MS/MS.
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A Figura 28 e Figura 29 mostram a comparacao entre as curvas obtidas a partir
das amostras de solo LVe nao estéril que foram expostas a radiacao e daquelas que

ficaram protegidas da luz UV no experimento com duracgao de 280 horas.
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Figura 28. Comparacéao dos perfis de degradacao de MOX a partir das amostras de
solo LVe expostas a radiacdo e amostras protegidas da radiagdo em ensaio de 280

horas de duracéo.
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Fotodegradacao ABA solo LVe
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Figura 29. Comparacao dos perfis de degradacado de ABA a partir das amostras de
solo LVe expostas a radiacdo e amostras protegidas da radiacdo em ensaio de 280

horas de duracéo.

A partir das curvas obtidas, foi possivel observar que para este tipo de solo (LVe)
houve uma diferengca pequena entre os perfis de degradacdo obtidos para as
amostras que foram expostas a radiagdo e aquelas que ficaram protegidas da
radiacdo. Houve uma lenta diminuicdo na concentracdo de ambos, obtendo-se apés
280 horas um total de degradacdo de 45% para a MOX e 40% para a ABA em
relacdo a concentragao inicial. Os resultados indicam que neste tipo de solo ambos
0s analitos se encontram menos disponiveis para a agdo da radiagdo, como sera
mais amplamente discutido posteriormente.

Foram comparados também, os perfis de degradacédo dos analitos MOX e ABA
obtidos a partir das amostras de solo LVe estéril e ndo estéril ambos expostos a
radiagdo no experimento de 280 horas. Os resultados sdo apresentados na Figura
30 e Figura 31.
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Figura 30. Comparacao dos perfis de degradacao de MOX e ABA a partir das
amostras de solo LVe esterilizadas e nao esterilizadas em ensaio de 280 horas de

duracéo.
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Figura 31. Comparacdo dos perfis de degradacdo de MOX e ABA a partir das
amostras de solo LVe esterilizadas e nao esterilizadas em ensaio de 280 horas de

duracao.

Foi possivel observar para o solo LVe o mesmo efeito observado no solo RQo,
ou seja, as amostras que foram submetidas ao processo de esterilizagdo por

autoclave, apresentaram o mesmo perfil daquelas que néo foram autoclavadas. Tal
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efeito ja era esperado considerando que este solo também havia sido armazenado
por um periodo superior a 90 dias, além de receber a acdo da radiacao durante o
experimento, o que possivelmente diminuiu ou mesmo eliminou a atividade
microbiana do solo.

Os dados obtidos a partir da fotodegradacdo dos analitos no solo LVe nao
esterilizado foram também linearizados através da Equacdo 4. Os dados foram
ajustados a um modelo de pseudo-primeira ordem com linearidade expressa pelo
coeficiente de determinacao de 0,97 para a MOX e 0,95 para a ABA. Os graficos

obtidos sao apresentados na Figura 32.
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Figura 32. Linearizacao dos perfis de degradacao para MOX e ABA em solo LVe

néo esterilizado a partir do modelo de pseudo-primeira ordem.

Considerando o modelo de pseudo-primeira ordem foi possivel estimar um tempo
de meia vida de dissipacao (DTsp) de 407 horas (~17 dias) para a MOX e 990 horas
(~41 dias) para a ABA. A partir da linearizacao foi possivel, também, obter os valores
da constante de velocidade da degradacao dos analitos, sendo estimados valores de
1,7x10°h™ para a MOX e 7x10*h™ para a ABA.

Os perfis de degradacao obtidos mostram que a degradacdao maxima dos
analitos ndo supera 70% no solo RQo e 45% no solo LVe no periodo de 288 horas
(tempo maximo avaliado). Tal resultado poderia ser explicado pela ocorréncia de
processos como a difusdo dos analitos nos microporos do solo o0 que levaria a
diminuicdo de sua acessibilidade, ficando estes menos susceptiveis a acdo da
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radiacdo. Poderia, ainda, ocorrer uma ligacao irreversivel do analito em sitios
especificos das particulas do solo com o tempo, diminuindo, assim, a quantidade de
analito passivel de extracao na etapa de quantificagdo. No entanto, tal fato n&o foi
comprovado em ensaios de degradacdo realizados no mesmo solo em estudos
anteriores no qual foi avaliada a degradacdo aerdbia por microrganismos. Nestes
estudos foi verificado que a ABA apresenta um valor de DTsy para dissipacao
aerdbia de 3,5 dias para solos arenosos e 1,1 dias para solos argilosos (Dionisio &
Rath, 2016) enquanto que a MOX apresentou DTsy de 9 dias para o solo arenoso e
13 dias para o solo argiloso (Ferreira et al., 2016) o que sugere, comparando-se com
os resultados obtidos neste trabalho, que a acdo dos microrganismos é mais
significativa do que a radiacdo UV na degradacdo dos analitos, o que se deve a sua
maior disponibilidade para a degradacé&o microbiana.

Os resultados obtidos para a extensdo da degradacao dos analitos pode ser
correlacionada a intensidade da sorcdo dos mesmos nos diferentes tipos de solo. O
solo argiloso, no qual foi observada menor degradagdo dos analitos por fotolise, é
também aquele no qual as avermectinas em geral apresentam maior coeficiente de
sorcao (Kr), estando ligados mais fortemente as particulas do solo. A Tabela 9
correlaciona os tempos de meia vida obtidos para a ABA e a MOX nos estudos de
fotodegradagao com os valores de Kr obtidos por estudos anteriores nos dois tipos
de solos estudados (Dionisio & Rath, 2016; Ferreira et al., 2016).

Tabela 9. Correlagao entre os tempos de meia vida e os valores de sor¢do para 0s
analitos ABA e MOX em solo arenoso e argiloso.

t:2 (dias) Ke (ug"™"" mL™" g
Analito
Solo RQo | Solo LVe | Solo RQo | Solo LVe
MOX 9 17 95 410
ABA 15 41 44 138

De modo geral a sorcao das avermectinas esta diretamente relacionada com o
teor de argila presente no solo, apresentando menor mobilidade em solos argilosos
e, assim, sugerindo que as interagdes por trocas ibnicas com os minerais da argila
sejam o principal mecanismo de interacdo com as particulas do solo. Além disso,

solos com maior teor de matéria organica favorecem a interagcdo com compostos
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lipofilicos como no caso das avermectinas. Desta forma, como o solo LVe possui
essas duas caracteristicas (maior teor de matéria organica e argila), os analitos se
ligam mais fortemente as particulas do solo, tornando-os imoveis e menos
susceptiveis a acado da radiacgéo.

Quanto as diferencas estruturais entre os analitos, tem-se que a MOX difere da
ABA pela auséncia da porcao dissacaridea no carbono 13 como mostrado na Figura
33.
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Figura 33. Estrutura da ABA e MOX.

Essa diferenca estrutural pode explicar o fato da MOX se ligar mais fortemente
ao solo, o que é evidenciado por seu maior valor de coeficiente de sorcao, em
relacdo ao da ABA nos dois tipos de solos estudados. Devido ao seu menor
tamanho, a difusdo para os microporos das particulas de argila poderia ser facilitada.
No entanto, apesar de sua menor mobilidade nos dois tipos de solo, a MOX
apresenta menor tempo de meia vida em relacdo a ABA o que pode ser justificado
pela menor complexidade estrutural da molécula sendo esta capaz de absorver de
forma mais eficiente a radiagdo, levando a uma degradacdao mais rapida. Na
molécula de abamectina os sitios responsaveis pela absor¢cao de radiacdo podem
estar bloqueados, encontrando-se ligados a matéria organica ou aos 6xidos de ferro
e aluminio presentes nas particulas do solo.

Varios esforgcos tém sido feitos no sentido de tentar esclarecer os mecanismos de

interacdo de farmacos com os diversos elementos das particulas do solo. Litskas e
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colaboradores estudaram a sorcao e dessorcao de avermectinas, especialmente a
EPR, em diferentes tipos de solo, mostrando a grande afinidade das lactonas
macrociclicas por solos com maior teor de matéria organica e argila e sugerindo que
o particionamento hidrofobico possa ser um dos mecanismos de interagcdo mais
importantes (Litskas et al., 2013; Vassilis et al., 2016).

A elucidacdo dos mecanismos de interacao de moléculas organicas com o solo é
um processo dispendioso devido a complexidade e heterogeneidade caracteristicas
dessa matriz e a comparagcao dos resultados obtidos em diferentes estudos €
dificultada pelo fato de que mesmo em solos com teores de argila e matéria organica
semelhantes, a composicao dessas fracoes pode ainda ser diferente e influenciar os
resultados.

Estudos reportados na literatura apontam diferentes tempos de meia vida para
fotodegradacao de farmacos e pesticidas considerando diferentes tipos de solo e
condicOes climaticas o que dificulta a comparacao entre os resultados obtidos, além
de serem conduzidos por meio de diferentes aparatos. Cavoski e colaboradores
reportaram valores de ty» para a fotodegradacédo de rotenona entre 5 e 7 dias para
solos caracteristicos da Itdlia (Cavoski et al., 2007). Em solos arenosos da Arabia
Saudita, EL-Saeid e colaboradores obtiveram valores de t12 préximos a 4,1 dias (100
horas) para a fotodegradacao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) (El-
Saeid et al., 2015), enquanto que Nag e Dureja encontraram valores entre 10 e 20
horas para a degradacéo de triadimefon em solos da india (Nag & Dureja, 1996).

Em uma situacao real os analitos no solo seriam expostos a radiacéao solar e nao
apenas a luz UV de uma estreita faixa de radiacao. Sendo assim, seria interessante
avaliar o equivalente em dias de exposicdo solar. Segundo o Guia da OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) para fototransformacéao
de produtos quimicos em solo (OECD, 2002a) o equivalente em dias de exposi¢ao a
luz solar a partir dos resultados da exposicdo das amostras as lampadas de
radiacao constante pode ser calculado pela Equacgéao 3.

h.r
d=—— Eq. 3
0,75. 12 (Eq-3)



83

Onde d é o equivalente em dias de luz solar, h € o nimero de horas de
exposicao a lampada utilizada, r é a intensidade de radiagéo da lampada utilizada,
0,75 é o fator de correcao para a variagao diaria de luz solar natural e 12 € o fator de
conversao de horas para dias.

Dessa forma obteriamos valores de 13 dias para a MOX e 24 dias para a ABA no
solo RQo e 37 dias para a MOX e 88 dias para a ABA no solo LVe.

Ha, no entanto, um consenso de que a liberagdo continua de farmacos no
ambiente, mesmo que em quantidades abaixo dos niveis toxicos, pode levar, a longo
prazo, a um acumulo desses compostos propiciando o desenvolvimento de
microrganismos resistentes. Nesse sentido, os processos secundarios de sorcao dos
analitos no solo podem reduzir a toxicidade aguda, porém aumentam seu tempo de
permanéncia no solo ja que reduzem sua acessibilidade (Jechalke et al., 2014).
Dessa forma se faz necessario conhecer os efeitos da disposicao de pequenas
quantidades de farmacos veterinarios no ambiente a longo prazo.

Uma vez que compostos como as avermectinas se ligam fortemente ao solo,
tendo baixo potencial de lixiviagdo e sua fotodegradacao € altamente dificultada por
sua interacdo com as particulas do solo, mostra-se a necessidade de uma maior
atencao por parte de 6rgaos governamentais no sentido de criar legislacbes que
estabelecam limites maximos e praticas pecudrias adequadas suportadas por
estudos mais aprofundados nessa tematica.

A Tabela 10 mostra uma compilagdo dos dados obtidos neste trabalho
juntamente com os obtidos para MOX e ABA em trabalhos anteriores do grupo de
pesquisa Paracelsus, do Departamento de Quimica Analitica da Unicamp (Ferreira
et al, 2017; Dionisio & Rath, 2016).



Tabela 10. Compilacao dos dados obtidos para MOX e ABA.
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Abamectina Moxidectina
Solo Solo Solo Solo
RQo LVe RQo LVe
DTso (dias) - fotodegradacao 15 41 9 17
KE sorcao (""" mL"" g™) 10 45 95 410
KF dessorcao (Mg' " mL"™" g™ 20 52 140 550
Koc* (mL g™) 8.083 19.469 47.587 95.985
d (Equivalente em dias de exposicao
solar) 24 88 13 37
DTs, (Degradacao aerobia - dias) 9 10 9 13

*Koc: Coeficiente de particao solo/agua
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CAPITULO V - CONCLUSOES
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O método analitico utilizado para a extracao de ABA e MOX a partir de amostras
de solos arenoso e argiloso e sua quantificacdo por UHPLC-MS/MS se mostrou
eficiente (seletivo e com detectabilidade adequada) para a quantificacdo desses
residuos em solos para estudos de fotodegradacao, com um limite de quantificagéo
de 0,5 ng g'. Os parametros de validagdo foram satisfatérios para os objetivos
pretendidos, ou seja, avaliar a fotodegradacao destes antiparasitarios em solos,
partindo de uma concentracéo inicial de 100 ng g”. O uso da EPR como padrdo
interno foi adequado na etapa de quantificagao.

Ensaios de estabilidade indicam que ndo ocorre degradagédo de ABA e MOX por
um periodo de 24 horas, quando as amostras de solo branco fortificadas com os
analitos sdo armazenadas sob protecdo de luz e na auséncia de microrganismos.

Os analitos ABA e MOX em solos apds a fotodegradacao sédo estaveis no solo
RQo por um tempo minimo de 48 horas quando estocadas ao abrigo da luz e sob
refrigeracao.

Embora as avermectinas tenham afinidade por vidro, quando presentes no solo
essa adsorgao € desprezivel.

A ABA e a MOX sofrem fotodegradacao por radiacao UVA no solo arenoso RQo,
apresentando DTs9 de 15 dias e 9 dias, respectivamente. No solo argiloso LVe a
degradacao dos antiparasitarios € mais lenta, atingindo DTso em 41 dias para a ABA
e 17 dias para a MOX. Os dados experimentais de fotodegradacdo se ajustaram
bem ao modelo de pseudo-primeira ordem.

A velocidade de fotodegradacao da ABA e MOX foi em torno de 3 vezes maior no
solo RQo do que LVe.

A MOX apresentou uma velocidade de degradagéao de aproximadamente 2 vezes
maior do que a ABA nos dois solos estudados.

A comparacao dos tempos de meia vida de dissipacao (DTsp) obtidos com os
valores de coeficiente de sor¢cdo (Kr) dos analitos nos dois solos mostrou que a
degradacao por fotdlise foi maior no solo no qual os analitos apresentaram menor
afinidade, ou seja, menor valor de Kg (solo arenoso — RQo).

Apesar de a MOX apresentar maior K em relacdo a ABA nos dois solos
estudados, seu DTso foi menor nas duas condicoes.
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