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RESUMO

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios, produzidos naturalmente por uma variedade
de fungos, que se desenvolvem em plantagdes ou nos cereais. Além de serem responsaveis
por enormes prejuizos econdmicos, as micotoxinas apresentam elevado risco a saude
humana e animal. Dentre as centenas de micotoxinas existentes destacam-se a AFB1
(carcinogénica) e a ZEA (estrogénica). Devido a preocupac¢ao com a saude humana, no que
diz respeito a contaminacdo dos alimentos, existem inimeros paises e comunidades
econbmicas que possuem legislacbes cada vez mais rigidas quanto aos niveis maximos
permitidos e ao numero de micotoxinas avaliadas, o que justifica os inUmeros trabalhos
envolvendo o desenvolvimento de métodos analiticos para quantificacdo dessas substéancias
em amostras alimenticias. Por outro lado, pouco tem sido feito para determinar o destino e a
distribuicdo dessas substancias no ambiente. Nesse sentido, o presente estudo tem como
objetivos desenvolver um método para determinacdo das micotoxinas (AFB1 e ZEA) em
solo, e avaliar a mobilidade das micotoxinas, por meio de testes de degradacdo e
sorcdo/dessorcdo em solos de trés cidades brasileiras. Para tanto, desenvolveu-se um
método de determinacdo de AFB1 e ZEA em solo, utilizando um método de extracdo
QUEChERS modificado, e analisado por CLAE-FLU utilizando etanol como fase moével. O
método apresentou seletividade adequada, recuperacdes entre 74 e 120%, preciséo (CV
méaximo de 8%) e limite de quantificacdo de 45 ng g™. O efeito matriz e a linearidade foram
estudados utilizando abordagem estatistica criteriosa. Para os estudos de degradacdo o
modelo ndo linear de Gustafson-Holden apresentou as melhores correlagdes com os dados
experimentais, com tempo de meia vida (DTsy) de 5 a 10 dias para a AFB1 e de 1 a 3 dias
para ZEA. Dos estudos que definiram a cinética de sor¢do, notou-se uma fase inicial, de
rapida sorcéo (até 12 horas), seguida de uma etapa mais lenta. Das Isotermas avaliadas, a
de Freundlich apresentou os melhores coeficientes de correlagdo. Pode-se observar que,
para as duas micotoxinas, em mistura ou individual, os menores valores foram encontrados
para o solo de Araraquara, o que é justificado pelos menores valores de argila e matéria
organica, mostrando que as principais interagdes solo/micotoxina sdo as hidrofébicas.
Também foi observado e efeito sinérgico de sor¢cado das micotoxinas em mistura, indicando
que na presenca de outra micotoxina, a sorcdo é favorecida. Os estudos de dessorcéo
apontaram para um processo irreversivel. Quanto a avaliacdo da mobilidade das
micotoxinas, alguns modelos demonstraram o risco de dispersdo da AFB1 e ZEA para o
ambiente.

Palavras-chave: Micotoxinas. Etanol. Solo. Degradacdo. Sorcao.



ABSTRACT

Mycotoxins are naturally occurring secondary metabolites of fungi that grow on
agricultural products in the field and during storage. In addition to being responsible for huge
economic losses, mycotoxins present a high risk to human and animal health. Among
hundreds existing mycotoxins stand out the aflatoxin B1 (carcinogenic) and zearalenone
(estrogenic). Due to concern for human health, in relation to contamination of food, there are
many countries and economic community with increasingly stricter legislation as regards
maximum levels and the number of evaluated mycotoxins, which explains the numerous
studies involving the development of analytical methods for the quantification of these
substances in food samples. On the other hand, little has been done to determine the fate
and distribution of these substances in the environment. In this sense, this project aims to
develop a method for determination of mycotoxins (AFB1 and ZEA) in soil, and evaluate the
mycotoxins mobility through degradation and sorption/desorption tests in three Brazilian
soils. Thus, we developed a method for determination AFB1 and ZEA in soil, using a
QUEChERS modified method followed by HPLC-FLD with ethanol as mobile phase. The
method validation process showed that were achieved a method with adequate selectivity,
recovery (74-120%, for different concentrations of AFB1 and ZEA), precision (RSD below
8%) and the quantification limit (LQ) was 45 ng g™*. The matrix effect and linearity was
studied based in statistical approach. To degradation study, nonlinear Gustafson-Holden
model showed the best correlation with experimental data, with half-life (DTs,) 5 to 10 days
for AFB1 and 1 to 3 days to ZEA. In the studies that defined the kinetics sorption, was noted,
an initial phase of rapid sorption (up to 12 hours), followed by a slower phase. The
Freundlich isotherms showed the best correlation coefficients. It was noted for both
mycotoxins, mixed or individually, the lowest values were found in the Araraquara soil, which
is justified by the lower clay and organic matter amounts, proving that the main interactions
soil/mycotoxin are hydrophobic. It was also observed synergic effect sorption of mixed
mycotoxins, indicating that in the presence of other mycotoxin, sorption is favored.
Desorption studies indicated an irreversible process. With respect to the evaluation of the
mycotoxins mobility, some models have demonstrated the risk of AFB1 and ZEA
environment dispersion.

Keywords: Mycotoxins. Ethanol. Soil. Degradation. Sorption.
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1 APRESENTA(;AO DA TESE

A presente tese de doutorado busca fornecer dados para ajudar a entender
como duas das mais importantes micotoxinas (AFB1 e ZEA) se comportam no
ambiente. Como visto anteriormente, as micotoxinas avaliadas nesse estudo
apresentam elevada toxicidade a humanos e outros animais, sendo imprescindivel
maiores informacfes a respeito dessas propriedades. Quanto a ZEA, ja existem
alguns dados buscando elucidar suas possiveis caracteristicas como contaminante
ambiental, mas ainda séo inconclusivos. Ja para a AFB1 muito pouco € sabido a
respeito de seu comportamento no ambiente.

Nesse contexto, 0os possiveis meios de aporte para as micotoxinas no solo
poderiam ser principalmente as culturas que se contaminam ainda no campo (e seus
restos vegetais apds a colheita), mas também os dejetos dos animais de criagcdo ou
pelo seu uso como adubo em plantacdes.

Esta investigacdo foi realizada por meio de estudos de persisténcia e
mobilidade. O estudo de persisténcia mostra quanto tempo a micotoxina € capaz de
permanecer no ambiente, ja os estudos de sorcao/dessorcdo apresentam dados
valiosos sobre a interagdo da micotoxina com o solo, se é possivel seu transporte

pela &gua, podendo chegar aos rios (aguas superficiais) ou aguas subterraneas.
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2 INTRODUCAO
2.1  Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios, produzidos naturalmente por
uma variedade de fungos (LANIER et al., 2009). No geral, esses fungos ndo sao
patbgenos agressivos, mas algumas espécies podem invadir e colonizar o tecido das
plantas antes da colheita ou durante o armazenamento (GRIESSLER et al., 2010)
Os fatores que contribuem para a presenca ou producdo dessas substancias em
alimentos ou plantacdes incluem, além do armazenamento, condicdes ambientais e
ecolégicas, sendo que muitas vezes, a maioria desses fatores, estd além do controle
humano (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Estudos revelam a existéncia de pelo menos 300 diferentes micotoxinas
(ZAIN, 2011), que sdo compostos organicos, com uma grande variedade de
estruturas, abrangendo diferentes heteroatomos e grupos funcionais (MARROQUIN-
CARDONA et al., 2014). Sendo que, as produzidas pelos fungos pertencentes aos
géneros Fusarium (F.) e Aspergillus (A.) recebem atencéo especial, pois séo as mais
perigosas para humanos e animais, além de apresentarem relevancia econdémica
(HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2011).

A ocorréncia natural destas micotoxinas € responsavel por sérios prejuizos
econdmicos em diferentes setores, incluindo a agricultura e pecuaria, afetando os
alimentos de consumo humano e animal (MORENO et al., 2009). A Organizacéo das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) estimava, h4 quase uma
década, que aproximadamente 25% dos cereais, € um quarto de toda producao
agricola mundial estivesse contaminada por, pelo menos, uma dessas substancias
(FREIRE et al., 2007).

Dentre os fatores ambientais que favorecem o crescimento dos fungos e o
aparecimento das micotoxinas, 0s principais sao temperatura e umidade elevadas
(GRIESSLER et al., 2010; ZAIN, 2011), sendo que paises tropicais, como o Brasil,
possuem condi¢cdes ambientais excelentes para o crescimento dos principais fungos
responsaveis pela producédo das micotoxinas (FREIRE et al., 2007).

Além de sua importancia econdmica, as micotoxinas recebem atencao
especial devido as suas propriedades toxicas (CURTICAPEAN et al., 2011) pois
algumas estdo classificadas dentre os mais importantes fatores de risco de

enfermidades crbnicas provenientes da dieta, maiores até mesmo que
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contaminantes sintéticos, aditivos alimenticios ou residuos de pesticidas (KUIPER-
GOODMAN, 1998 apud SCHENZEL; SCHWARZENBACH; BUCHELI, 2010).

Os problemas a saude causados pela ingestdo de micotoxinas tanto nos
seres humanos, quanto nos animais, sdo denominados micotoxicoses, e a gravidade
desses problemas depende de diversos fatores, como tempo de exposicao, idade e
estado nutricional do individuo e também ao possivel efeito sinérgico com outros
produtos quimicos aos quais o individuo é exposto (PERAICA, et al., 1999).

Consequentemente, muitos efeitos estdo relacionados com a ingestdo de
micotoxinas, especialmente carcinogenicidade, genotoxicidade, hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade, estrogenicidade, distarbios reprodutivos, imunossupressdo e
irritacdo dérmica (CHERKANI-HASSANI; MOJEMMI; MOUANE, 2016).

As micotoxicoses sao conhecidas ha muito tempo, porém até os anos 1960
eram negligenciadas (VAN EGMOND; SCHOTHORST; JONKER, 2007). Somente
com a descoberta das aflatoxinas e dos seus prejuizos a salude, comecaram a ser
desenvolvidos, gradativamente, regulamentos para limitar a exposicdo a micotoxinas
por alimentos e também em racdo animal. A principio, as regulamentacfes eram
estabelecidas apenas para as aflatoxinas, e em alguns paises industrializados (VAN
EGMOND; SCHOTHORST; JONKER, 2007). Porém, a crescente preocupacao com
a saude humana, no que diz respeito a contaminacdo dos alimentos, tem resultado
na elaboracdo de legislagcbes cada vez mais rigidas quanto aos niveis maximos
permitidos e ao numero de micotoxinas avaliadas, em diversos paises (FREIRE et
al., 2007).

No Brasil, desde fevereiro de 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
- ANVISA, responsavel por controlar os niveis maximos de contaminantes nos
alimentos, aprovou o regulamento técnico sobre limites maximos tolerados (LMT)
para as seguintes micotoxinas: aflatoxinas (AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2 e AFM1),
ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol (DON), fumonisinas (FB1 + FB2), patulina (PAT)
e zearalenona (ZEA) admissiveis em alimentos prontos para oferta ao consumidor e
em matérias-primas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).

A Tabela 1 apresenta alguns dos alimentos que recebem valores para
controle de micotoxinas, no Brasil, assim como na Unido Europeia e nos Estados

Unidos.



Tabela 1 - Alguns dos alimentos monitorados para micotoxinas no Brasil, Unido Europeia e Estados Unidos.

Micotoxinas Alimento Brasil Unido Européia EUA
(ug kg™) (ug kg™) (g kg™)
AFM1 Leite 0,5 0,05 0,5
AFB1 Cereais e seus produtos 5* 4 20
+AFB2 Alimentos a base de cereais para alimentagao infantil 1 0,1%** .
Para alimentos,
tAFGL Milho e seus produtos 20 NA em geral
+AFG2
Amendoim e derivados 20 NA
Frutas desidratadas e secas 10 2,0
Produtos de cacau e chocolate 5 na
Cereais e seus produtos 10 3
OTA Vinho, suco de uva e polpa de uva 2 2 NL
Alimentos a base de cereais para alimentacéo infantil 2 0,5
Cereais 750** 750 1000 para
DON Alimentos a base de cereais para alimentacéo infantil 200 200 3203:328 a base
Fumosinas Milho de pipoca 2000 1000 3000
(B1 +B2) Alimentos a base de milho para alimentacao infantil 200 200 NA
Alimentos a base de cereais para alimentacéo infantil 20 20
ZEA Farinha de trigo, e seus produtos 200 50 NL
Cereais 200** 75
Suco de maca
PAT i >0 0 NL
Polpa de maca 50 25

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2011, Commission of the European Communities, 2014, National Grain and Feed Association, 2011.

NA: ndo avaliada especificamente; NL: Micotoxina ndo legislada;* exceto milho e derivados; ** apenas arroz; *** Apenas AFB1
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Como pode ser observado, dentre as trés legislacdes apresentadas na Tabela
1, a utilizada nos Estados Unidos € a menos rigida, com o0s maiores niveis
permitidos, e que contempla o menor nimero de micotoxinas. Ja entre as
legislacdes brasileira e da Unido Européia, a segunda apresenta, em sua maioria, 0S
menores niveis permitidos, além de monitorar os niveis de outras trés micotoxinas
(T-2, HT-2 e a citrina), ndo adicionadas na Tabela 1.

Devido a grande preocupacdo com relacdo a exposicdo por micotoxinas via
alimentacdo, somada ao crescimento de regulamentacbes que definem limites
maximos toleraveis para essas substédncias em diversos tipos de alimentos,
encontram-se na literatura, inimeros trabalhos envolvendo o desenvolvimento de
métodos para determinacdo de micotoxinas em matrizes alimenticias, que podem
ser sumarizados em alguns trabalhos de revisdo recentes (TURNER et al., 2015;
SELVARAJ et al., 2015). Dentre as mais de 300 micotoxinas existentes, destacam-
se algumas (Tabela 2), que sdo alvos da maioria dos trabalhos cientificos
envolvendo matrizes alimenticias, tanto por suas propriedades toxicolégicas, quanto

pelos prejuizos econdmicos que podem causar.



Tabela 2 - Micotoxinas de maior interesse toxicolégico e econémico.

Classe Aflatoxinas Fumosinas Tricotecenos Lactonas do 4cido Ocratoxina A Patulina
resorcilico (RALs)
Principais B1,B2,G1, G2 B1,B2 Desoxinivalenol (DON), Zearalenona (ZEA)
micotoxinas nivalenol (NIV), toxina T2,
toxina HT2
Principais Aspergillus Fusarium moniliforme Fusarium - diversas Fusarium Aspergillus. Penicillium
Fungos flavus; espécies graminearum ochraceus, expansum
produtores  Aspergillus.
parasiticus
Estruturas o [COOHI -~ 0. __0 . " ¢ 0
L. i ~y o OH o Ve,
Quimicas Q/M/ICOOH] R R2 [\ ﬂ 1 JIgt IS ¢ " © =
CH, XN HNy 2 o #
W ] H, 1 | I P CH, HO o Ph
CH, O CH, R3 NH. H '--._Tc—': ~ \O o OH o CO2H OH
1 % : T2: R1= OAc i
[HOOC] . -
Y Y coon HT2: R1=OH
O B1: R1=0H; R2=OH; R3=0H
00 o” B2 R1=OH; R2=OH; R3=H WMo
aflatoxinas B2 H.C ? O\' LR,
o 0 ~#°
[s} § et H
H
F{ C\H2 CH, R,

DON: R1=0OH; R2=H; R3=0H;
aflatexina G1 R4=0H

o 0 NIV: R1=0H; R2=0H; R3=0H;

o . R4=0H
0" o ‘ o~

aflatoxinas G2

Fonte: Freite et al., 2007, Heidtmann-Bemvenuti et al., 2011, Mortensen, Strobel e Hansen, 2003.
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Em meio as micotoxinas mais investigadas (Tabela 2), que também fazem
parte do regulamento técnico da ANVISA, pode-se destacar a aflatoxina B1 (AFB1) e
a zearalenona (ZEA), as quais foram selecionadas para este estudo, e estédo

detalhadas nos topicos a seguir.

2.1.1 Aflatoxina B1 (AFB1)

A aflatoxina B1 cuja estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas estao
expostas na Figura 1, é produzida principalmente pelo fungo Aspergillus flavus
(BENNETT; KLICH, 2003) sendo que algumas culturas tornam-se contaminadas
ainda em campo (antes da colheita), enquanto que outras se contaminam apés a
colheita, quando armazenadas em condicfes de umidade e temperatura elevadas
(DIENER et al., 1987). No Brasil, as aflatoxinas tém sido encontradas principalmente
em amendoim e seus derivados, como por exemplo, a pagoca (SANTOS; LOPES;
KOSSEKI, 2001) em améndoas de castanha-do-Brasil e de caju (CASTRILLON;
PURCHIO, 1988; FREIRE; KOZAKIEWICZ; PATERSON, 2000) em milho
(CONCEICAO, 2015) e em alimentos a base de milho (AMARAL et al., 2006). Na
regulamentagdo da ANVISA, alguns alimentos como cereais, feijdo, castanhas,
amendoim, dentre outros, recebem valores para o controle de aflatoxinas. Pode-se
observar que dentre as micotoxinas legisladas, as aflatoxinas s&o as que
apresentam maior niimero de alimentos a serem fiscalizados (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).

Figura 1 - AFB1: estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas.

CAS: 1162-65-8

Férmula molecular: C17H,,0¢

Massa Molar: 312,3 g mol™

Solubilidade: ligeiramente soltvel em agua 10-
30 pg ml™* (para todas as aflatoxinas); insolavel

em solventes apolares e sollvel em solventes

organicos moderadamente polares, como o

0 OCH; metanol (AFLATOXINS, 2012).

Fonte: elaborada pelo autor
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As aflatoxinas afetam principalmente o figado, sendo a AFB1 a mais potente,
e também podem causar diminui¢cdo da produgéo animal (leite, ovos, ganho de peso,
etc), s4o imunossupressoras, cancerigenas, teratogénicas e mutagénicas (MILLER,;
WILSON, 1994 apud RICHARD, 2007). A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer (International Agency for Research on Cancer - IARC) classificou as
aflatoxinas como cancerigenas do Grupo 1 para os seres humanos, especialmente
AFB1, que € considerada a substancia cancerigena mais potente produzida
naturalmente (AFLATOXINS, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION; 2016a).
Suas propriedades téxicas, que podem levar a morte, sdo determinadas
principalmente pelo duplo anel furano e pela lactona, que interagem com
macromoléculas, como o DNA e as proteinas, e afetam o crescimento celular,
podendo provocar carcinoma hepatocelular ou demais aflatoxicoses (KENSLER et
al., 2011).

A aflatoxina M1(AFM1) é um metabolito hidroxilado da AFB1 (Figura 2),
produzida no figado, e encontrada no leite dos seres humanos e animais lactantes
(FALLAH et al., 2009). Estima-se que de 0,3 até 6,2% da AFB1 seja metabolizada a
AFM1 e excretada no leite (CREPPY, 2002). A AFM1 também é detectada nos
produtos a base de leite, como iogurtes e queijos (IQBAL et al., 2015) e em carnes
(HERZALLAH, 2009). E, assim como a AFB1, também é classificada como
carcinogénica para os humanos pela IARC (AFLATOXINS, 2012)

Figura 2 - AFM1: Principal metabdlito da AFB1

O o)
/
0

OH

| .

W
0 o) = ?
CH,

Fonte: adaptada de IQBAL et al., 2015.
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2.1.2 Zearalenona (ZEA)

Classificada como uma lactona do &cido resorciclico (RAL), sua estrutura
(Figura 3), assemelha-se ao 17B-estradiol, principal horménio produzido no ovario
feminino, e possui flexibilidade suficiente para adotar uma conformagéo capaz de se
ligar ao receptor de estrogénio de mamiferos. Desta maneira, apresenta atividade
estrogénica, sendo capaz de interferir no sistema endocrino de animais e humanos.
Tem sido apontada, ainda, como responsavel por distarbios reprodutivos em animais
de criacdo, como gado, suinos e aves (SELVARAJ et al.,, 2015) e também &
considerada um fator desencadeante do desenvolvimento precoce da puberdade em
meninas (MASSART et al., 2008).

Figura 3 - ZEA: estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas.

CAS: 17924-92-4

Férmula molecular: CqgH»,05

Massa Molar: 318,4 g mol™

Solubilidade: ligeiramente solivel em &gua (20 ug
mL™); soltvel em solventes organicos como
acetonitrila e metanol) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016b);

pKa (RALs) =8,5a 11,5 (HARTMANN et al.,
2007)

Fonte: elaborada pelo autor

A zearalenona é produzida por fungos que crescem em condicfes Umidas e
frias, principalmente por Fusarium graminearum, em culturas de milho, trigo, cevada,
sorgo e aveia. Em sorgo, trigo e milho ocorre na época de pré-colheita dos graos,
porém nas outras culturas os estudos séo insuficientes para determinar se sua
presenca ocorreu no periodo pré ou pos-colheita. Durante o armazenamento, seu
aparecimento é possivel, mas pode ser controlado (RICHARD, 2007). No Brasil,
estudos relatam sua presenca em arroz (NUNES et al., 2003) e milho (ALVES et al.,
2010). A ANVISA regulamenta sua fiscalizagdo em diversos alimentos a base de
milho, trigo e arroz (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).
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A biotransformacgéo da ZEA pode ocorrer em fungos, plantas e em mamiferos,
formando inimeros metabdlitos (METZLER; PFEIFFER; HILDEBRAND, 2010).
Porém, os que recebem especial atencéo, sdo a- zearalenol (a-ZOL) e B-zearalenol
(B-zZOL).

O mecanismo exato de formacgéo desses metabdlitos (Figura 4) ainda néao é
conhecido (AIKO; MEHTA, 2015; KWASNIEWSKA; GADZALA-KOPCIUCH:;
CENDROWSKI, 2015), mas estudos sugerem, de forma simplificada, que a ZEA é
inicialmente hidroxilada por meio da 3o e 3B hidroxisteroide dehidrogenase,
formando os metabdlitos a-ZOL e B-ZOL, e que posteriormente, tanto a ZEA quanto
seus metabolitos podem ser conjugados ao acido glicurdnico. Assim como a ZEA,
esses metabdlitos sdo classificados como micoestrogenos, pois também apresentam
atividade estrogénica (BENNETT; KLICH, 2003)

Figura 4 - Mecanismo de formacé&o dos principais metabdlitos da ZEA.

a-zearalenol (x-ZOL) [-zearalenol (p-ZOL)

Fonte: adaptada de HARTMANN et al., 2007.

2.2 Estudos ambientais das micotoxinas

Enquanto inimeras pesquisas foram desenvolvidas para avaliar o
desenvolvimento e ocorréncia das micotoxinas em produtos agricolas, tais como os
alimentos de consumo humano e animal, pouco tem sido feito para determinar o

destino e a distribuicdo dessas substancias no ambiente (BUCHELI et al., 2008;
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HOERGER et al.,, 2009; KOLPIN et al., 2014; SCHENZEL; SCHWARZENBACH,;
BUCHELI, 2010). A Tabela 3 apresenta um sumario de trabalhos da literatura que

mostram dados de ocorréncia de micotoxinas no ambiente.



Tabela 3 - Ocorréncia de micotoxinas no ambiente.
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Referéncia Pais Analitos Matriz Concentracéo encontrada (ng L ou ng g™
RIBEIRO; TIRITAN, Portugal DON, ZEA, a- Agua de estuéario ZEA e a-ZOL: nd; DON: <59,5 - 412
2015 ZOL
KOLPIN et al., 2014  Estados 33 micotoxinas Agua superficial e efluente  94% das amostras com pelo menos um analito.
Unidos e metabdlitos de ETE agua superficial (valores maximos): 1662 (DON); 96 (ZEA);
202 (a-ZOL) e 289 ( p-zZOL);
Efluente (valores maximos): 75 (DON); nd (ZEA); 1701 (a-
ZOL) e 1828 (B-ZOL)
SCHENZEL; Suica 33 micotoxinas Agua superficial, de Encontradas 5 micotoxinas.
SCHWARZENBACH,; drenagem e efluente de Superficial: <LQ-12 (DON), <LQ-9 (NIV), <LQ (ZEA).
BUCHELI, 2010 ETE Efluente: 16-39 (DON), nd (NIV e ZEA).
GROMADZKA et al., Polbnia ZEA Agua superficial, Agua superficial: 0,7-43,7; Subterranea: nd-0,5
2009 subterranea, de drenagem, Afluente: 1-5; Efluente: nd-2,7
afluente e efluente de ETE ~ Agua de drenagem: 7,6-12,3
BUCHELI et al., 2008 Suica DON e ZEA Agua superficial e de Agua superficial: nd-22 (DON) e nd (ZEA)
drenagem
HARTMANN et al., Suica ZEA Solo, esterco, lodo de Solo: nd-8
2008 esgoto e trigo e milho Esterco: 8-333
(gréos moidos e o restante  Lodo de esgoto: nd-37.
da planta - palha) Graos moidos: 260-2565 (trigo); 270-399 (milho)
Palha: 86-16653 (trigo); 126-13763 (milho)
LAGANA et al., 2004  Italia ZEAe Agua superficial, afluente e  Afluente: 3-18 (ZEA), nd-10 (a-ZOL) e nd-8 (B-ZOL);
metabdlitos efluente de ETE efluente: 3-10 (ZEA), nd-7 (a-ZOL) e nd-5 (B-ZOL)
Superficial: 2-5 (ZEA), nd-3 (a-ZOL e p-ZOL)
PATERSON; Inglaterra  Aflatoxinas B1, Agua de caixa d’agua AFB1 e AFG1: nd
KELLEY; B2, Gle G2 AFB2: 200-1700

GALLAGHER, 1997 AFG2: nd-100

Fonte: elaborada pelo autor
nd- ndo detectado, LQ- detectado abaixo do limite de quantificacdo, demais abreviac@es: Lista de siglas e abreviaturas
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Segundo Schenzel, Hungerblihler e Bucheli (2012) existem trés principais
fontes de contaminagdo ambiental por micotoxinas, considerando trabalhos que
relatam a ocorréncia destas substancias e seus metabolitos em agua superficial de
diversos paises (BUCHELI et al., 2008; SCHENZEL; SCHWARZENBACH,;
BUCHELLI, 2010; LAGANA et al., 2004; KOLPIN et al., 2014; GROMADZKA et al.,
2009).

O primeiro meio de aporte é pela lixiviagdo e escoamento da agua de culturas
infectadas por fungos, e consequentemente, contaminadas por micotoxinas. A
emissao de micotoxinas através de campos cultivados com trigo ou milho, infectados
pelo fungo Fusarium graminearum, foi investigada mais detalhadamente por
Hartmann et al. (2007), que relataram a presenca de ZEA (concentracdes de até 30
ng L") em &gua de drenagem. Bucheli et al. (2008) também detectaram a presenca
de micotoxinas neste mesmo tipo de matriz. Desoxinivalenol (DON) foi quantificada
em concentracdes que chegaram a 4,9 pg L™, muito superior &s encontradas para a
ZEA (maximo de 35 ng L™), possivelmente devido & maior contaminacg&o da cultura
pela DON somada a maior solubilidade em agua, o que facilita no transporte da
substéancia por escoamento. Em um trabalho similar, Schenzel, Schwarzenbach e
Bucheli (2010) observaram a presenca de DON, e de outras duas micotoxinas
(nivalenol e beauvericina) em aguas de drenagem chegando a 23, 8 e 10 ng L™,
respectivamente. ZEA nédo foi detectada. Os valores encontrados nesses estudos,
para agua de drenagem, ndo estdo dispostos na Tabela 3 por ndo serem valores
encontrados no ambiente, uma vez que as plantacbes sdo de campos
experimentais, onde foram favorecidas as infec¢des por fungos.

Outros dois trabalhos, mais antigos, avaliaram a possibilidade de lixiviacdo de
micotoxinas. O primeiro € um estudo com AFB1 e FB1, onde observou-se que a
presenca de microrganismos, juntamente com o tipo de solo, sdo fatores que
influenciam no processo de lixiviagdo (MADDEN; STAHR, 1993). Ja Williams et al.
(2003) estudaram a lixiviagdo de FB1 em solos arenosos e argilosos, e concluiram
gue, enquanto uma parcela da micotoxina permanece firmemente sorvida no solo,
uma outra porcao, sob certas condicbes ambientais pode ser liberada e se tornar
biologicamente disponivel concluindo que existe a possibilidade de contaminacéo de
aguas subterraneas por esta micotoxina.

O segundo principal meio de aporte das micotoxinas ao ambiente € através

da excreta de animais, pela criacdo extensiva de animais de corte ou leiteiros, que
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defecam diretamente no solo, ou pela utilizagéo de esterco como fertilizante (adubo).
Em um experimento, onde vacas leiteiras foram alimentadas com ragdo contendo
ZEA por um periodo de duas semanas, nao foi possivel detectar os analitos na urina,
mas verificou-se a presenca de ZEA e metabdlitos a-ZOL e B-ZOL nas fezes de 13
dos 14 animais avaliados, com concentracdes de até 381, 191 e 230 pg dia™,
respectivamente (SEELING et al., 2005). Zearalenona também foi detectada em
esterco de gado, em até 70 ng g™, no trabalho desenvolvido por Hartmann et al.
(2008).

A excrecdo humana, que chega ao ambiente através de sistemas de esgoto,
€ a terceira principal fonte de micotoxinas no ambiente. Alguns trabalhos relatam a
presenca da ZEA e seus metabdlitos a-ZOL e B-ZOL em afluentes (concentracdes
maximas de 18, 10 e 8 ng L™?, respectivamente) e efluentes de estacdo de
tratamento de esgoto (10, 7 e 5 ng L™, respectivamente) (GROMADZKA et al., 2009;
LAGANA et al., 2004).

Outros trabalhos merecem destaque na elucidacdo do comportamento das
micotoxinas no ambiente, como o desenvolvido por Kolpin et al. (2014) que
avaliaram amostras de agua superficial e de efluentes de ETE (estacdo de
tratamento de esgoto) quanto a presenca de 33 micotoxinas (dentre elas a ZEA) em
diversos estados dos Estados Unidos. Em 94% das amostras analisadas, foi
encontrado pelo menos um dos analitos, e a ZEA foi detectada em 26% das
amostras, chegando a uma concentracdo de até 96 ng L™. Os dados obtidos
evidenciaram que, tanto a agricultura, quanto a urbanizacdo s&o fontes de
micotoxinas no ambiente.

Gromadzka et al. (2009) avaliando a presenca de ZEA em diferentes
amostras ambientais de agua (diversos rios, drenagem, agua subterranea e agua de
estacdo de tratamento de esgoto — afluente e efluente) da Polénia, concluiram que
solo contaminado seria a maior fonte de ZEA, por meio de lixiviacdo para agua
superficial (rios) e para agua subterranea.

Quanto a estudos de degradacdo, Mortensen, Strobel e Hansen (2006),
avaliaram o tempo de meia vida da OTA (0,2 a 1,2 dias) e ZEA (6,4 a 16,0 dias) em
trés tipos diferentes de solos dinamarqueses (arenoso, argiloso e solo com elevado
teor de matéria orgéanica, a turfa) que apresentaram rapida degradacdo (em
temperatura de 18°C e 60% da capacidade de campo), indicando que a possivel

contaminacdo do ambiente com essas substancias é pequena. Em outro estudo,
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ZEA juntamente com DON, também foram investigadas em um trabalho de possivel
contaminagao ambiental, em um campo de cultivo de milho contaminado pelo fungo
produtor destas micotoxinas. O estudo mostra que DON apresenta maior poder de
contaminagcdo ambiental, por apresentar maiores concentracbes em agua de
drenagem (4,9 ug L-1 para DON e 35 ng L™ para ZEA), mas também n&o descarta o
problema com relagdo & ZEA (BUCHELI et al., 2008).

Complementando as informacBes descritas acerca da caracterizacdo e
distribuicdo das micotoxinas no ambiente, Hartmann et al. (2008), com base em
diversos trabalhos (a maioria j4 citado neste tdpico) sugeriram um esquema de
distribuicdo ambiental das lactonas do acido resorciclico (RALs), classe de
micotoxinas que contempla a ZEA e seus metabdlitos, como ilustrado pela Figura 5,
na qual pode-se observar que sao inUmeras as rotas de aporte ambiental para as

RALSs e, possivelmente para outras micotoxinas, que possuem fontes em comum.



Figura 5 — Distribuicdo ambiental das micotoxinas.
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Apesar de estudos demonstrando o potencial de dispersao das micotoxinas
no ambiente e do conhecimento dos efeitos bioldgicos deletérios que possuem, 0s
trabalhos encontrados na literatura enfocam apenas a zearalenona e seus
metabdlitos, e mesmo assim, ainda existem controveérsias e lacunas a respeito da
mobilidade e persisténcia dessa substancia no ambiente. Quanto a AFB1, quase
nenhuma informacgéo do seu aporte e dispersdo ambiental foi obtida até agora, o que
€ extremamente falho, uma vez que suas propriedades toxicas sdo conhecidas

desde a década de 60.

2.3 Métodos analiticos para determinacdo das micotoxinas

A determinacdo das micotoxinas em matrizes de interesse ambiental como
agua, solo, plantas, adubo, dentre outras, é de extrema importancia para avaliar a
ocorréncia, transporte e destino dessas substancias no ambiente, uma vez que
apresentam caracteristicas extremamente téxicas aos humanos e outros animais.
Por outro lado, a sua analise representa uma tarefa dificil, devido a alta
complexidade dessas matrizes e as baixas concentracdes normalmente
encontradas.

A Tabela 4 apresenta uma breve descricAdo de métodos analiticos
desenvolvidos para este fim, selecionados da literatura, incluindo matrizes
ambientais e alimenticias. Dentre os inUmeros trabalhos que abordam métodos para
a determinacdo de micotoxinas em alimentos, escolheu-se inserir na Tabela 4,
alguns de matrizes sélidas, e/ou que utilizaram o sistema CLAE-FLU para a
quantificacdo dos analitos, por se tratar da instrumentacdo escolhida para o

desenvolvimento deste trabalho.
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(Continua)

Matriz/Analitos

Referéncia . . Tratamento da amostra (simplificado) Técnica de anédlise
(micotoxinas)
. . . LAE-EM/EM
Alho poré, trigo e cha/ Método QUEChERS c , f
DZUMAN et al., . . L . . FM: tamp&o acetato de
Pesticidas, toxinas e 55 1) extracéo solido-liquido com ACN e particdo .
2015 . . amonia/MeOH
micotoxinas 2) d-SPE com C18
Coluna:C18
1) extracao solido-liquido com MeOH/ACN/agua
EDIAGE; VAN g Iélr\:lagzxect;)c:n eZter);?cr)] ?oi realizada SPE com CLAE-EM/EM
POUCKE; DE Sorgo/ 23 micotoxinas P FM: 4gua/MeOH/ &cido acético

SAEGER, 2015

coluna amina e eluigdo com MeOH/ACN/agua;
Na segunda parte do extrato foi realizada LLE
com diclorometano e acido formico.

Coluna:C18

RIBEIRO; TIRITAN,
2015

Agua de estuario/DON, ZEA,
a-ZOL

1)SPE: Cartucho OASIS HLB; eluicdo com
MeOH
2) SPE: Cartucho silica; eluicdo com MeOH

CG-EM (derivatizagdo com MSTFA)
Coluna capilar Zebron (5% fenil e
95% dimetilpolisiloxano)

CLAE-EM/EM
EMIDIO; da SILVA;  Agua de rio/ ZEA e DLLE: solvente de extracdo bromociclohexano FM: agua acidificada com acido
MARCHI, 2014 metabdlitos ' formico/ACN/MeOH

Coluna: C18
KOESUKWIWAT,; Método QUEChERS CLUE - EM/EM
SANGUANKAEW,; Arroz/ AFB1 e ZEA e outras 1) extracao solido-liquido com ACN acidificada e = ACN/MeOH/tampé&o formiato de

LEEPIPATPIBOON,

12 micotoxinas

particdo

amonio e acido férmico

2014 2)d-SPE com MgSO,, PSA e C18 Coluna:C18
Agua de rio e efluente de 1)SPE: Cartucho OASIS HLB; eluicdo com CLAE-EM/EM
KOLPIN et al., 2014 ETE/33 micotoxinas e MeOH FM: agua/ACN
metabdlitos Coluna: C18
CLAE-FLU

LAl et al., 2013

Arroz/AFB1, AFB2 e OTA

1)Extracédo solido-Liquido com ACN/agua/ acido
acetico
2)DLLE: solvente de extragdo: cloroférmio

ACN/MeOH/4agua acidificada com
acido fosférico
Coluna:C18
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Tabela 4 - Métodos de andlise de micotoxinas em diferentes tipos de matrizes ambientais e alimenticias. (Continuacéo)

A Matriz/Analitos : - L. -
Referéncia . . Tratamento da amostra (simplificado) Técnica de anédlise
(micotoxinas)

Método QUEChERS CLUE-EM/EM

YOGENDRARAJAH Temperos/ 17 micotoxinas 1) extracao solido-liquido com MeOH acidificado e F,M: M etanol(agua; tamE)ap acido
etal., 2013 articao (sem etapa de clean-up) férmico/formiato de aménio
partic P P Coluna:C18
SIRHAN: TAN: Método QUEChERS CLAE-FLU
’ ' Macarréo/aflatoxinas 1)extracéo sélido-liquido com MeOH/ACN/Agua e FM: 4gua/MeOH/ACN
WONG, 2011 -~
particdo (sem etapa de clean-up) Coluna: C18
RAHMAN: JINAP 1) extracao solido-liquido com MeOH/agua CLAE-FLU
’ ’ Cereais/ AFs, ZEA, OTA 2) SPE coluna de imunoafinidade e eluicdo com FM: &gua acidificada/ACN/MeOH
2010 e
MeOH acidificado Coluna: C18
SCHENZEL; Agua superficial, de drenagem 1) SPE: cartucho OASIS HLB; eluicdo com CLAE-EM/EM
SCHWARZENBACH e efluente de ETE / 33 MeOH FM: agua/MeOH acidificado com
: BUCHELI, 2010 micotoxinas acido acético
Coluna: C18
Agua superficial, subterranea, CLAE-FLU e DAD

GROMADZKA et al.,
2009

PE: Col I fini ; eluica
de drenagem, afluente e S Coluna de Imunoafinidade; eluicdo com FM: agua/ACN/MeOH

MeOH

efluente de ETE/ ZEA Coluna: C18
CLAE-EM/EM
BUCHELI et al., Agua superficial e de 1) SPE: cartucho OASIS HLB,; eluicdo com FM: 4gua/MeOH, tamponados com
2008 drenagem/ DON e ZEA acetato de etila acetato de amonia
Coluna: C18
Solo: Extracdo Soxhlet com MeOH, 18horas
Esterco e p(l;anta: SLE com ACN/agua (84:16, CLAI,E_EM/EM
HARTMANN et al., Solo, esterco, lodo de esgoto Vi), 4horas FM: agua/ACN, tamponados com
2008 e plantas (trigo e milho)/ ZEA ’ ' acetato de amonia

Lodo de esgoto: Extracdo Soxhlet com

MeOH/tolueno (80:20, v/v), 18 horas. Coluna: C18
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(Concluséo)

Matriz/Analitos

Referéncia ) .
(micotoxinas)

Tratamento da amostra (simplificado)

Técnica de analise

HARTMANN et al.,

Agua de drenagem, agua de
rio, efluente de ETE/ ZEA e

SPE: cartucho C18; eluicdo com ACN

CLAE-EM/EM
FM: agua/ACN; tamponados com

2007 metabélitos acetato de amonia
Coluna: C18
Agua superficial, afluente e CLAE—EM/EM
N efluente de ETE/ SPE: Cartucho OASIS HLB ; eluigdo com ,
LAGANA et al., 2004 L i FM: agua/ACN
Desreguladores enddcrinos diclorometano/MeOH (50:50, v/v)
. Coluna: C18
(ZEA e metabdlitos)

. CLAE-FLU
MORTENSEN; 1) SLE: MeOH/4agua (9:1) FM: agua acidificada com &cido
STROBEL; Solo/ ZEA e OTA . L.

2) SPE: cartucho C18; eluicdo com MeOH fosférico/MeOH
HANSEN, 2003 . .

Coluna Fenil-Hexil
PATERSON; : , . : - CLAE-FLU
7 Agua de caixa d’agua / 1) Clean-up com Coluna de imunoafinidade; .

KELLEY; Aflatoxina B1, B2, G1 e G2 eluigdo com MeOH FM: agua/MeOH/ACN
GALLAGHER, 1997 e ¢ Coluna: C8

Para AFB1

Agua: LLE: diclorometano/agua (1:1)

Solo:1) SLE: ACN/4gua (9:1)
MADDEN; STAHR,  Agua e Solo (experimento 2) Clean-up: diclorometano TLC- FLU

1993 lixiviagdo)/ AFB1 e FB1

Para FB1

Agua:1) Extracdo com ACN/agua (1:1)

2) Clean-up: SPE cartucho C18 e eluigdo com
ACN/agua (15:85)

Fonte: elaborada pelo autor
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Os métodos de andlise de micotoxinas, como ocorre para a determinacédo de
outros microcontaminantes organicos, envolvem duas etapas principais: o
isolamento dos analitos da matriz (tratamento da amostra) e a instrumentacao
analitica para sua determinacdo. A etapa de tratamento da amostra inclui a
extracdo dos analitos, a purificacdo do extrato (clean-up) e a concentracdo dos
analitos para quantificagéo.

De maneira geral, observando a Tabela 4, pode-se afirmar que a grande
maioria dos trabalhos de carater ambiental avaliam as matrizes aquosas (agua
de drenagem, superficial, subterranea, afluente e efluente de ETE) e, portanto,
utilizam, como principal tratamento, a extracdo em fase sélida (SPE), na qual a
extracdo € realizada juntamente com a pré-concentracdo. Os adsorventes mais
utilizados na SPE séo a silica modificada (C18), ou as fases poliméricas (como a
HLB, que apresenta dois mondmeros em sua composi¢cdo, um de carater
hidrofilico e outro lipofifico). Também s&o utilizadas colunas de imunoafinidade,
gue se baseiam na tecnologia de ligacao especifica entre o anticorpo e o analito,
possuindo grande seletividade. Outra informacdo importante é a existéncia de
trabalhos mais recentes, que focam em técnicas de andlise miniaturizadas, como
a DLLE, que utiliza apenas alguns mililitros de solvente extrator, sendo assim
mais amigavel ao meio ambiente (EMIDIO; DA SILVA; MARCHI, 2014).

Para as poucas amostras ambientais sélidas relatadas na literatura, realiza-se
primeiramente uma extracdo solido-liquido (SLE) com solventes com grupos
polares, como ACN, metanol, ou misturas desses solventes com agua. E, quando
necessario, utiliza-se a etapa de clean-up com SPE ou até mesmo uma extracao
liquido-liquido.

Como sdo escassos 0s trabalhos desenvolvidos para matrizes solidas
ambientais, optou-se por discutir alguns métodos desenvolvidos para as
amostras de alimentos sélidas. Pois esta discusséo é importante para propor um
método de determinagdo das micotoxinas (AFB1 e ZEA) em solo, imprescindivel
para o estudo ambiental proposto nesta tese. Como ja foi relatado anteriormente,
sdo inumeros os trabalhos acerca das micotoxinas em alimentos, como muito
bem exposto em trabalhos de revisbes (SELVARAJ et al., 2015; TURNER et al.,
2015).

Para as amostras de alimentos (apresentadas na Tabela 4), além dos

meétodos de extracéo e clean-up ja discutidos para as amostras ambientais, pode-
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se destacar a utilizagdo do método denominado QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe), proposto em 2003 por Anastassiades e
Lehotay, que tem como vantagens ser rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e
seguro (PRESTES et al., 2009). A principio, 0 método foi utilizado para analise de
pesticidas em matrizes alimenticias, mas hoje, diversos sédo os trabalhos que
reportam sua aplicacdo, com algumas modificacdes, para as mais variadas
matrizes e analitos (ASENSIO-RAMOS et al.,, 2010; COSTAIN et al.,, 2008;
PINTO et al., 2010; PRESTES et al., 2009; BEZERRA, 2014). Este método vem
sendo utilizado com sucesso em amostras sélidas, pois além da etapa de
extracdo, também realiza o clean-up do extrato, com uma extracdo em fase
sélida dispersiva (d-SPE) onde ndo é necessario o cartucho (extrato é apenas
agitado com os sorventes).

O método original consiste primeiramente em uma extracdo com acetonitrila,
na presenga de agua, sulfato de magnésio anidro e cloreto de sédio. Desta
forma, devido a hidratacdo do sulfato de magnésio ocorre um aumento na
temperatura do extrato que ajuda na extracdo dos analitos e a adicdo do cloreto
de sodio faz com que haja a separacdo das fases (acetonitrila e agua)
(ANASTASSIADES; LEHOTAY, 2003). ApGs a extracdo € realizado o clean-up
denominado extracdo em fase sodlida dispersiva (d-SPE) com uma por¢ao do
extrato organico, onde o principal adsorvente é a PSA (amina primaria
secundaria), uma silica modificada com uma cadeia carbbnica e dois
agrupamentos aminicos (um primario, e o outro secundario), o que confere a
molécula uma estrutura bidentada, capaz de reter fortemente compostos polares
presentes na matriz. Para as matrizes que apresentem interferentes de menor
polaridade, € comum a utilizacdo de outros adsorventes apolares, como o C18
(CUNHA et al., 2007; LEHOTAY; MASTOVSKA; YUN, 2005).

Como pode-se observar nos trabalhos descritos na Tabela 4, que utilizaram a
técnica QUEChERS, foram realizadas varias modificacdes ao método original,
como a utilizacdo de diferentes solventes de extracdo, e também a néo
necessidade de realizagéo do clean-up.

Quanto as técnicas cromatograficas de analise empregadas, a cromatografia
gasosa é evitada para esse tipo de analito, uma vez que, para sua utilizacdo, é
necesséria a realizacdo de uma etapa de derivatizagdo dos analitos (AMELIN;
KARASEVA; TRETYAKOV, 2013; CUNHA; FERNANDES, 2010). Ja a
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é amplamente utilizada, onde
destacam-se dois tipos de detectores, o espectrometro de massas (EM) e o
detector de fluorescéncia (FLU), que pode ser utilizado em moléculas que
apresentam fluorescéncia, altamente seletivo.

Apesar de ser extensamente utilizada em trabalhos de carater ambiental, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), como o proprio nome sugere,
utiliza solventes como fase moével (FM) para promover a separacdo dos analitos.
Estima-se que sdo produzidos, anualmente, 34 milhdes de litros de residuos
provenientes de analises com CLAE (GABER et al., 2011). Este dado torna-se
ainda mais preocupante ao considerarmos que dentre 0s solventes mais
empregados como fase movel destacam-se a acetonitrila (ACN) e o metanol
(MeOH), que podem apresentar efeitos deletérios ao meio ambiente, e também
aos analistas que estédo rotineiramente expostos (HENDERSON et al., 2011).
Considerando-se a revisdo apresentada na Tabela 4, 100% dos métodos
descritos, empregando cromatografia liquida, utilizam como FM metanol,
acetonitrila, ou até mesmo uma mistura desses dois solventes.

Como alternativa ainda n&o explorada na determinagdo de micotoxinas por
CLAE, o etanol é um solvente biodegradavel, ndo toxico, e pode ser obtido por
fontes renovaveis. A troca de solventes toxicos e provenientes de fontes nao
renovaveis, como ACN e MeOH, por um solvente nao toxico e proveniente de
fonte renovavel, faz com que o método atenda alguns dos preceitos da quimica
verde (POLIAKOFF; LICENCE, 2007).
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3 OBJETIVOS
Objetivo geral

Como os estudos de carater ambiental, principalmente os que caracterizam o

comportamento das micotoxinas no ambiente, sdo escassos e inconclusivos, este

trabalho tem como objetivo geral fornecer dados para ajudar a entender como duas

das mais importantes micotoxinas (AFB1 e ZEA) se comportam no ambiente,

avaliando a mobilidade e persisténcia nas condicfes climaticas brasileiras, por meio

de estudos de degradacao, sorcao e dessorcéo.

Obijetivos especificos

v

Otimizar e validar um método cromatografico por CLAE-FLU para a
determinacdo simultdnea das micotoxinas (AFB1 e ZEA), buscando a
utilizacéo do etanol como fase movel, afim de diminuir o uso de solventes de
maior toxicidade;

Desenvolver e validar um método de facil aplicacdo para determinacdo das
micotoxinas em solo;

Determinagéo do tempo de meia vida das micotoxinas em solo, por meio de
estudo de persisténcia;

Determinacdo da cinética de sorcdo e de dessorcdo das micotoxinas, em
diferentes tipos de solos, em mistura e individualmente;

Determinacdo das isotermas de sorcdo e de dessorcdo nos trés diferentes
solos, em mistura e individualmente;

Avaliar o potencial de contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas,
aplicando modelos de dispersao de contaminantes no ambiente, utilizando os

dados obtidos pelos estudos de degradacao e sor¢cao das micotoxinas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Padrdes analiticos, solventes e reagentes

Os padrdes analiticos das micotoxinas Aflatoxina B1 (98,0%) e Zearalenona
(99,0%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados foram metanol,
acetonitrila e etanol (grau HPLC, J. T. Baker); acido acético (Chemis); agua de alta
pureza obtida do sitema Milli-Q (Millipore). Foram ainda utilizados: C18 (45 um,
Sigma Aldrich); PSA (amina primaria e secundaria - 47-60 um, Varian; 45 um,
Agilent); cloreto de sédio (p.a., Sigma Aldrich) e cloreto de calcio dihidratado (75%,
J.T. Baker).

4.2 Equipamentos
Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Varian, modelo 920-LC)
equipado com bomba ternaria, injetor automético, detectores de fluorescéncia e
ultravioleta, em série nesta sequéncia e software Galaxie para aquisi¢cdo dos dados.
Ultrassom Cleaner Thornton; balanca analitica Mettler Toledo AG 245
(0,2mg); Centrifuga Microproces Quimis; agitador de tubos Phoenix (Vortex); estufa

Fanem, modelo 315SE; incubadora refrigerada Marconi MA830.

4.3 Preparo da solucéo estoque dos padrdes analiticos

A solucdo estoque de cada micotoxina foi preparada em metanol na
concentracdo de 1000 mg L™. A partir destas, foram preparadas solucdes
intermediarias nas concentracées de 100 mg L™ e 10 mg L™, as quais foram
utilizadas para preparar as solucdes de trabalho, em diferentes concentracoes,
dependendo do estudo realizado. As solucBes estoque e intermediaria foram
armazenadas em frascos ambar, vedadas com parafilm e mantidas a -18°C. Para

cada estudo, uma nova solucao estoque foi preparada.

4.4 Desenvolvimento do método cromatografico

Nesta etapa do trabalho aplicou-se o conceito da Quimica verde, ao
desenvolver um método que utiliza como fase mével o solvente etanol (EtOH), que
apresenta menor toxicidade quando comparado com os solventes geralmente
utilizados em cromatografia liquida (acetonitrila - ACN e metanol - MeOH). A Tabela
5 apresenta 0s parametros cromatograficos otimizados para andlise das

micotoxinas.
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Tabela 5: Condicdes cromatograficas para determinacao das micotoxinas.

Equipamento Varian 920-LC

Coluna cromatografica Gemini — C18 (150 mm x 4,6 mm de didmentro
interno x 5 um tamanho da particula, marca
Phenomenex)

Temperatura da coluna 50°C

Componentes da fase (A) dgua acidificada a 0,1% de &cido acético, (B)

movel etanol

Eluicdo Isocrética 0 a 1min: 45% A; 55%B

Gradiente 1 a2 min: 30% A; 70% B
Isocratica 2 a 5 min:30% A; 70% B
Tempo de equilibrio: 4 minutos

Vazéo da fase movel 1 mL min™
Volume de injegéo 20 pL
Detecgéo por FLU Aflatoxina B1 (Excitacdo:365 nm/ Emissao: 425 nm)

Zearalenona (Excitagdo: 275 nm/ Emissao: 450 nm)

Fonte: elaborada pelo autor

4.5 Verificagcdo do desempenho do equipamento

Com o objetivo de garantir a confiabilidade dos resultados analiticos para os
ensaios realizados em solucéo, ou seja, 0s que nao utilizam o processo de extracao,
o sinal cromatogréfico foi validado para os seguintes critérios: seletividade, precisao,
linearidade, faixa de trabalho, limite de detecc&o e de quantificacéo.

4.5.1 Seletividade, identificacdo dos analitos e precisao

A seletividade do método pode ser comprovada com a injecdo do solvente,
para verificar que ndo ha interferentes co-eluindo com as micotoxinas. A
identificacdo dos analitos foi baseada nos tempos de retencéo obtidos pela andlise
da solucdo de cada padrdo individual. A precisdo do método foi verificada pelo
coeficiente de variacdo apresentado pelo tempo de retencdo e pela area de cada

concentracédo utilizada para construcdo da curva analitica.

4.5.2 Linearidade e intervalo de trabalho — Construgdo das curvas analiticas

A linearidade do método foi obtida seguindo o documento de Orientagédo
sobre validacdo de métodos analiticos do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial - INMETRO (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010).
Primeiramente verificou-se a auséncia de valores discrepantes pelo teste de residuo
Jacknife (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005) e posteriormente a homocedasticidade pelo
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teste de Levene (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). Também foram construidos os
graficos de residuos em funcdo da concentracdo. Quando os dados néo
apresentavam homocedasticidade, nem com a remocdo dos pontos com maior
residuo (no maximo dois pontos), foi utilizado um fator de ponderacdo dos
coeficientes, conforme descrito por Almeida, Castel-Branco e Falcao (2002).

Para verificar o intervalo linear de trabalho, foram preparadas solugées mistas
dos analitos (em etanol) em 13 concentracfes diferentes, variando de 2,5 a 1500 ug
L. Para a construgéo das demais curvas analiticas utilizadas nesse trabalho (em
CaCl, 0,01M, na matriz e a curva extraida) foram preparadas no minimo cinco
concentracOes diferentes.

Os passos detalhados para os testes de Jacknife e Levene e o0 método dos

minimos quadrados ponderados na regressao linear, encontram-se a seguir:

1) Determinagao dos coeficientes angular, linear e de determinagéo.

2) Com os valores obtidos dos coeficientes angular e linear, calculou-se a
concentracdo teorica e plotou-se o gréfico de residuos em funcdo da

concentracao.

3) Verificacdo dos pontos andmalos pelo teste de Jacknife (SOUZA;
JUNQUEIRA, 2005).

Este teste utiliza uma estimativa do desvio padrdo independente de cada

ponto da calibracdo, seguindo as Equacdes 1, 2 e 3.

R; = — (Equacéo 1)

Se; = Spes/1— hy (Equacdo 2)

(Equacéo 3)
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Onde: x; € a concentracao de cada nivel, Xxmeq € @ média das concentracoes, Sy € a
variancia das concentracoes, Sres € 0 desvio dos residuos e e; sdo os residuos

(area encontrada — area prevista).

Com um intervalo de confianca de 95%, e n-p-1 graus de liberdade (onde n é
0 numero de niveis de concentracdo e p € o numero de parametros modais, nesse
caso 2 — coeficiente angular e linear) encontrou-se o valor limite para os R;, chamado
teritico- S€ 0 Rj de um determinado nivel de concentracao for superior ao Tritico, €Ste
ponto é considerado anémalo e removido do grupo de dados. Apds esta remocéo,
os coeficientes foram calculados novamente e o teste Jacknife recalculado para o
novo grau de liberdade.

A verificacdo da homocedasticidade dos residuos foi promovida pelo teste de
Levene (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). Neste teste encontrou-se o T\, descrito pelas

equacbes 4,5 e 6.

a

T, = —med 2med (Equacdo 4)

d _ Z |ej mediana” €ij
jmédio — n;

(Equacéo 5)

5 _ SSD;+SSD,
n1+n2—2

Sp (Equacéo 6)

1) Primeiramente os residuos sao divididos em dois grupos, seguindo a
ordem crescente de concentracdo. Para cada grupo, encontrou-se a
mediana (€ mediana) € @ média das diferengas entre a mediana e o0s

residuos, dj médio-
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2) Para o célculo da variancia agrupada (sp?) utilizou-se a soma dos desvios
quadrados de cada grupo (SDD).

— Quando o teste estatistico ndo ultrapassa o valor critico calculado com t a
95% de confianca e ni+n,-2 graus de liberdade, pode-se considerar que
h&4 homocedasticidade nos residuos e, portanto pode-se utilizar a
regresséo determinada.

— Quando a suposicdo de homocedasticidade ndo é cumprida pelos dados
analiticos, uma maneira simples e eficaz para neutralizar a maior influéncia
das concentragBes maiores na linha de regressédo é utilizar o método dos
minimos quadrados ponderados na regressdo linear, conforme descrito

por Almeida, Castel-Branco e Falcdo (2002) e sumarizado a seguir:

a) Encontram-se os coeficientes angular e linear de cada fator de ponderacéo

(wi) 1/x>°; 1/x; 1/x%, 1/y°>, 11y, 1ly? por meio das equacdes 7 e 8:

LW X WiXiVi— X WiXi.} Wiy
Ywirwixi?—(Z wix;)?

coef ang = (Equacéo 7)

S WixiZ Y wiyi—Y wixi Y wixiy;
Y wikwixiZ—(X wix;)?

coef linear = (Equacéo 8)

b) Calcula-se para cada fator a porcentagem de erro relativo, plota-se o
grafico da %RE em funcdo da concentracdo e calcula-se a somatoria dos

erros relativos (Equacéo 9).

Conceaiculada—CONCexperimental
%RE = £

(Equacéo 9)

Concexperimental
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c) Para o fator de ponderacdo cujo grafico apresentar a melhor distribuicao
dos erros e a menor somatdria dos mesmos, realiza-se 0s testes para
exclusdo dos pontos andmalos e de homocedasticidade descritos
anteriormente. Caso os dados apresentem heterocedasticidade, escolhe-se
um novo fator e realizam-se novamente os testes, até encontrar o fator que

apresente homocedasticidade.

4.5.3 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificagdo (LQ) instrumental

O limite de deteccéo do equipamento foi determinado conforme descrito pelo
INMETRO (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010, para sete replicatas da injecdo do branco do
método (solvente), seguindo a férmula (Equacéo 10), para um nivel de confianca de
95% e n-1 graus de liberdade:

LD = Xmsdia T o, 1-0-S  (Equagéo 10)

Onde: Xmedia € @ média dos valores dos brancos da amostra; t é a distribuicdo de
Student e S é o desvio padrdo amostral dos brancos da amostra.

Para a determinacao do limite de quantificacdo, o INMETRO recomenda que seja
adotado o menor nivel da curva analitica (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZAQAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010).

4.6 Obtencao, tratamento e caracterizacdo dos solos
Para a escolha dos locais de coleta, foram utilizados os seguintes critérios:
1) Escolheu-se uma cultura que poderia ser contaminada pelas duas
micotoxinas em estudo (AFB1 e ZEA);
2) Escolheu-se diferentes Estados que produzem em grande quantidade a
cultura selecionada.
Para garantir que os solos estudados fossem o0 mais proximo possivel dos

solos possivelmente contaminados pelas micotoxinas AFB1 e ZEA, foi realizado,
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primeiramente, um levantamento para escolher uma cultura com provavel
contaminagao pelas micotoxinas escolhidas. A Tabela 6 sumariza as principais

culturas afetadas por AFB1 e ZEA no Brasil.

Tabela 6 - Principais culturas contaminadas por AFB1 e ZEA.
. Principal espécie Culturas com maior potencial de
Substancia . - .
de fungo produtor contaminacgédo no Brasil
Amendoim, milho
Aflatoxina B1 Aspergillus améndoas de castanha-do-brasil e
de caju
Zearalenona Fusarium Milho, trigo e arroz

Fonte: Santos, Lopes, Kosseki, 2001, Amaral et al., 2006, Freire, Kozakiewicz,
Paterson, 2000, Freire et al., 2007.

Como pode ser observado na Tabela 6, o milho, no Brasil pode apresentar
contaminacdo tanto da AFB1, quanto da ZEA. Além disso, outro fator importante é a
producdo elevada desta cultura no pais, uma vez que o Brasil é o terceiro maior
produtor mundial deste grao (BRASIL, 2016), onde os principais produtores sao
Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso e Goias (BRASIL, 2016).

Foram selecionadas trés localidades, uma de cada Estado fortemente
produtor, (SP, MG e PR) sendo que as amostras foram coletadas em areas nao
agricolas (solo ndo contaminado pelas micotoxinas) das cidades de Araraquara
(SP), Corbélia (PR) e Lavras (MG), a uma profundidade maxima de 20 centimetros.
Para a realizacdo deste trabalho, foram realizadas duas amostragens (em cada um
dos locais). A primeira amostragem, realizada em 2014, foi utilizada para os testes
preliminares dos estudos de sorcdo e, portanto, foram tratadas e caracterizadas
conforme descrito no Teste 106 do Guia da Organisation for Economic Co-Operation
and Develompent - OECD (2000). Uma segunda amostragem foi realizada em 2015,
onde apos a coleta, as amostras de solo foram homogeneizadas e separadas em
dois grupos, que seguiram para dois tratamentos diferentes, descritos a seguir, de
acordo com os testes a serem realizados posteriormente:

Tratamento 1. para os estudos de sorcdo e dessorcdo, o tratamento e
caracterizacdo das amostras de solo foi realizado conforme descrito no Teste 106 do
Guia da OECD (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND



49

DEVELOPMENT, 2000). As amostras foram secas a temperatura ambiente com
posterior desagregacdo suave, para nao alterar significativamente a textura original
do solo. O solo foi peneirado em peneira com abertura de 2mm e homogeneizado.
Estas amostras ja tratadas foram armazenadas em frascos de aluminio e mantidos a
temperatura ambiente. Uma aliquota de cada solo foi enviada ao Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) para caracterizagdo quimica e fisica.

Tratamento 2: Para os estudos de degradacao, o tratamento e caracterizacéo
das amostras de solo foi realizado conforme descrito no Teste 307 do Guia da
Organisation for Economic Co-Operation and Develompent (2002). As amostras
foram coletadas e processadas o mais rapido possivel. O solo foi peneirado em
peneira com abertura de 2mm e homogeneizado. As amostras foram mantidas sob
refrigeracdo (temperatura entre 2 e 6°C) por um periodo de, no maximo, trés meses,
a fim de manter a atividade microbiana. Uma aliquota de cada amostra foi enviada
ao Laboratorio de microbiologia do solo da Escola Superior de Agricultura "Luiz De
Queiroz" para analise da biomassa microbiana.

As amostras provenientes da segunda amostragem também foram
submetidas a testes de determinacdo da umidade (tratamento 1 e 2) e determinacéo
da capacidade de campo (tratamento 2).

4.6.1 Determinacdo da umidade e capacidade de campo das amostras de solo

A umidade das amostras de solo foi determinada conforme descrito no
Manual de Métodos de Analise de Solos (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 1997). Foram pesados 3 gramas de solo em cadinhos de
porcelana (tarados) e deixados em uma estufa (105-110 °C) por 24 horas. A
secagem na estufa foi repetida até obtencdo da massa constante da amostra
resfriada a temperatura ambiente em um dessecador.

A capacidade de campo é definida pelo teor de 4gua que um solo retém
contra a acdo da gravidade, apOs ser plenamente saturado e deixado drenar
livremente por um periodo de tempo (em média, de 1 a 3 dias) (VEIHMEYER,;
HENDRICKSON, 1931 apud CASAROLI; JONG VAN LIER, 2008). O teste foi
realizado em colunas de vidro com 1cm de diametro interno, contendo 10 g de solo.
Nas colunas foram adicionados 10 mL de agua deionizada, e os eluatos foram

recolhidos em uma proveta, até o completo escoamento. A capacidade de campo
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das amostras de solo foi considerada como a diferengca entre o volume inicial
adicionado e o recolhido na proveta (LUCHESE; FAVERO; LENZI, 2001).

4.7 Método de extragcao para andlise de micotoxinas em solo

O método desenvolvido neste trabalho para a extragdo dos analitos (Figura 6)
consiste basicamente em uma extracao/particdo com acetonitrila, na presenca de
agua e NaCl, seguida de uma extracao em fase sélida dispersiva (d-SPE) com C18 e

amina primaria e secundaria (PSA).

Figura 6: Método QUEChERS desenvolvido para
extracdo de AFB1 e ZEA de solo.

Adicéo de:
15mL de Agua

/ 15mL ACN acidificada a
0,1% com acido acético
3g NaCl

5g amostra

2min Vortex
2 min Centrifuga

Adicéo de:
250mg PSA
250mg C18

2mL fase orgénica

2min Vortex
2 min Centrifuga

500uL sobrenadante

Secagem em fluxo de N,
Ressuspensado em 500pL de etanol

HPLC-FLD

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.8 Validacdo do método de extracao
A validacdo do método de extracdo foi realizada com o solo de Araraquara,
onde foram avaliados 0s seguintes critérios: seletividade, precisdo e exatidao,

estudo do efeito matriz, limite de deteccao e limite de quantificacao.

4.8.1 Seletividade
Para avaliar a seletividade do método foi realizada a extragdo com o solo
coletado de uma regiao nao agricola (sem micotoxinas). Onde foi avaliada a possivel

presenca de interferentes que poderiam co-eluir com os analitos.

4.8.2 Efeito Matriz

O efeito matriz € um parametro extremamente importante na avaliacdo do
método, mas dentre as principais fontes de referéncia para realiza¢do da validacéo
do método (EURACHEM, INMETRO e IUPAC) apenas a IUPAC cita a avaliacdo do
efeito matriz, mas ndo especifica como deve ser realizada (THOMPSON; ELLISON;
WOOD, 2002). Neste trabalho, este parametro foi avaliado comparando-se as curvas
analiticas preparadas no solvente (etanol), no extrato da matriz (onde o extrato, ap0s
secagem, foi redissolvido em uma solugdo contento os analitos em concentracao
conhecida) e uma terceira curva, chamada de extraida (o solo, ap6s fortificacdo com
cinco concentracdes diferentes dos analitos, em mistura, passa pelo processo de
extracdo) para avaliar a diferenca entre os coeficientes angulares das curvas

(Equagéao 11).

X2 %100 (Equacéo 11)

% Efeito matriz = -

Onde:
- X1: coeficiente angular da curva analitica preparada na matriz
- X2: coeficiente angular da curva analitica preparada em solvente

4.8.3 Preciséo e exatidao
Os ensaios de recuperacao foram utilizados para avaliar a precisdo e a

exatiddo do método. A recuperacao do analito pode ser estimada com a analise de
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amostras fortificadas com os analitos em trés niveis diferentes de concentracdes
conhecidas. J4 a exatiddo foi demonstrada pelo coeficiente de variacdo destes
estudos.

Para realizar o estudo de recuperacdo as amostras de solo foram pesadas e
fortificadas com solucéo padrdo mista dos analitos nas concentracées 0,045 pg g*
(1° nivel), 0,300 pg g™ (2° nivel), 2,250 pg g™ (3° nivel). Para cada nivel foram
realizados trés replicatas. O tempo de contato entre a matriz e o analito foi de quatro
horas. Apés este periodo a extracao foi realizada conforme descrito no fluxograma

da Figura 6.

4.8.4 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo foi determinado conforme descrito pelo INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL
(2010), a partir da injecdo de extratos do branco do método (extracédo do solo sem o
analito), conforme descrito na Equacdo 10. Ja para a determinacdo do limite de
quantificacdo, o mesmo documento recomenda adotar o LQ como a menor
concentracdo na qual o analito pode ser quantificado com preciséo e exatidédo, ou
seja, ha menor concentragcdo que apresentou porcentagem de recuperacao entre 70

a 120% com coeficiente de variacdo menor que 20%.

4.9 Estudo de degradacao/persisténcia

Em frascos de vidro &mbar, com aproximadamente 40cm?® de capacidade, sé&o
adicionados 5g de solo (massa seca) e quantidade de agua suficiente para atingir
60% da capacidade de campo. Para que este valor de umidade seja mantido
durante o experimento, uma vez por semana, os frascos foram pesados, e
ajustados, adicionando-se agua suficiente para retornar ao teor de agua inicial. Os
recipientes foram vedados com papel aluminio (com pequenos orificios para entrada
de ar) e incubados a 25°C (escolhida por apresentar os valores de temperatura
média dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Parana), e na auséncia de luz.
ApoOs um periodo de pré-incubacéao de 5 dias, as amostras foram fortificadas para
uma concentracdo de 1,70ug g™ para AFB1 e 2,25ug g* para ZEA e incubadas
novamente. Apos intervalos de tempo apropriados (0; 3; 7; 12; 20; 28; 60; 90 e 125

dias), realizou-se o processo de extracao (Figura 6) nas amostras, para verificar a
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concentragdo das micotoxinas remanescente no solo. O experimento foi realizado
para as micotoxinas, em mistura, nos trés tipos de solo. Para cada intervalo de
tempo, foram avaliados os trés solos, em duplicata, e também realizada a extracéo
de um branco (para cada tipo de solo), totalizando 81 frascos, 9 para cada intervalo

de tempo.

Célculos envolvidos
Existem diversos modelos mateméaticos para explicar a degradacdo de uma
substancia (principalmente os pesticidas) em solo. Para este estudo optou-se por

testar dois modelos:

v" Modelo cinético de primeira ordem (GUSTAFSON; HOLDEN, 1990)

InC, = InC, — Kt (Equacéo 12)
t1 = n2 (Equagéao 13)
2 K
DTy = l"% (Equacéo 14)

Onde: C; é a concentracdo (ug g) em cada tempo; t é o tempo (dias); Co é a
concentracao inicial (ug g™%); K é o coeficiente angular da curva (dia™); ty» € o tempo
de meia vida (dias) e DTy € 0 tempo (dias) para o desaparecimento de 90% da
substancia.

v" Modelo nao linear de Gustafson-Holden (GUSTAFSON; HOLDEN, 1990).

Cr = Co(1 + Bt)” (Equacéo 15)

DTgy = %[ZG) — 1] (Equacéo 16)
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DTy = %[10(9 — 1] (Equacéo 17)

Onde: C; é a concentracdo (g g) em cada tempo; t é o tempo (dias); Co é a
concentracdo inicial (g g*); a e B sdo parametros da distribuicdo Gamma; DTso é 0
tempo (dias) para o desaparecimento de 50% da substancia, e DTg, € 0 tempo (dias)
para o desaparecimento de 90% da substancia.

4.10 Estudo de sorcgéo e dessorcao

O ensaio delineado para avaliar a sor¢cdo e a dessorcédo de uma substancia
em diferentes tipos de solo € constituido por trés fases, conforme descrito no Teste
106 do Guia OECD (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2000)

1) estudos preliminares

2) cinética de sorcéo e de dessorcao

3) isotermas de sorcao e de dessorcéo

Principio do método sorcéo

Concentra¢cBes conhecidas das micotoxinas em solucdo de CacCl, 0,01M séo
adicionadas a amostras de solo, com peso seco conhecido, as quais foram pré-
equilibradas em solucdo de CaCl, 0,01M (por 12 horas). Utiliza-se a solucdo de
cloreto de célcio 0,010 mol L™, para minimizar a troca catiénica nos estudos de
sorcdo em solos (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2000). A mistura € agitada durante um tempo apropriado, e com
temperatura constante de 25°C (escolhida por apresentar os valores de temperatura
média dos estados de Sado Paulo, Minas Gerais e Parand). Em seguida, as
suspensdes do solo sdo separadas por centrifugacdo ou decantacao, filtradas e a
fase aquosa é analisada. A quantidade de substancia adsorvida pela amostra de
solo é calculada como a diferenca entre o valor inicialmente presente na solucéo e a

quantidade remanescente no final do experimento.

Célculos envolvidos
A partir do estudo de sorgdo, obtém-se os valores de porcentagem de sorcao
(A, % - Equacdo 18) e do coeficiente de distribuicdo (K4, cm® g*) para cada uma das

substancias, nos diferentes tipos de solo (Equacao 19).
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m295x100 (
mo

A= %) (Equac&o 18)

Ca% = Ky x C4gs (Equac&o 19)

Onde: ms®® é a massa da micotoxina presente no solo (equilibrio, ug); me € a massa
da micotoxina adicionada no inicio do experimento (ug); Cs*® é a concentracéo da
micotoxina no solo (equilibrio, pg g* ) e CaqaGIS € a concentracdo da micotoxina no
meio aquoso (equilibrio, pg cm™).

Principio do método de dessorcao

Aposs o término do experimento de sorcdo, a mistura é centrifugada e a fase
aquosa é removida ao maximo. O volume retirado € medido, e adiciona-se um
volume igual de CaCl, 0,01M. A nova mistura é agitada até atingir o equilibrio da
dessorcdo. A cada intervalo de tempo, as suspensfes do solo sdo separadas por
centrifugacéo ou decantacéo, filtradas e a fase aquosa € analisada. Ao experimento,
a cada aliquota da fase aquosa que é retirada para analise, adiciona-se 0 mesmo
volume de solucdo CaCl, 0,01M, para manter o volume de solucao constante.

Célculos envolvidos

A partir do estudo de dessorcdo, obtém-se os valores de porcentagem de
dessorcéo (D, % - Equacao 20) definida como a porcentagem de micotoxina que €
dessorvida, comparada com a quantidade de substancia que foi sorvida no ensaio
de sorcdo. Também € possivel calcular o coeficiente de dessorcdo aparente (Kges,

cm® g — Equacéo 21).

des 100
D= % (%) (Equacao 20)

mg

m‘slds—m%s Vr

des
Maq Msolo

Kjes = (Equagéo 21)

Onde: m* é a massa da micotoxina presente no solo (equilibrio, pg); ma,"° é a
massa da micotoxina dessorvida durante o experimento (ug); Vt € o volume total da



56

fase aquosa em contato com o solo, durante o experimento (cm?) e mso € @ massa
de solo utilizada no experimento.

Todas as etapas do estudo de sorcdo e dessorcao sao realizadas em solucao
de CaCl, 0,01M, o que justifica a necessidade dos proximos dois experimentos

(escolha do filtro de seringa e avaliacdo da resposta cromatografica).

4.10.1 Escolha do filtro de seringa
Para a execucdo deste experimento, foi preparada uma solugcdo mista dos

padrées nas concentracdes 150 ug L?t para AFB1 e 600ug Lt para ZEA em CacCl,
0,01M (meio no qual sdo realizados os experimentos de sorcao/dessorcao e
degradacdo). Esta solucéo foi entdo homogeneizada e retiradas cinco aliquotas para
cada um dos seguintes tratamentos, que foram posteriormente analisados por
CLAE-FLU.

» Tratamento 1: sem filtracéo

» Tratamento 2: Filtro de Difluoreto de polivinilideno (PVDF)

» Tratamento 3: Filtro de Politetrafluoroetileno (PTFE)

» Tratamento 4. Filtro de Nylon (Poliamida — PA)

» Tratamento 5: Filtro de Celulose Regenerada (CR)

4.10.2 Avaliacéo daresposta cromatografica em solucao de CaCl, 0,01M

Foram preparadas solucbes mistas dos analitos, em 10 concentracfes
diferentes, em etanol e em CaCl, 0,01M. As areas obtidas foram utilizadas para a
elaboracao das curvas analiticas, conforme descrito no item 4.5.2.

O calculo para avaliar a diferenca entre os coeficientes angulares das curvas

foi efetuado utilizando a Equacéao 11.

4.10.3 Estudos preliminares
4.10.3.1 Razéo solo/solucao, estabilidade do analito e tempo de equilibrio

Esta etapa do estudo foi realizada para encontrar a razdo adequada de
solo/solugdo. Neste trabalho optou-se por testar primeiramente a proporcao de
25cm?® de solucdo CaCl, 0,01M para 5g solo, razdo 5/1 — valor intermediario das
proporcdes sugeridas no Teste 106 do Guia OECD (ORGANIZATION FOR
ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2000).
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No experimento de sorcéo, descrito em detalhes, na Figura 7, foram incluidos trés
grupos:

v" Branco = solo + solu¢édo CaCl,0,01M (sem o analito)

v" Controle = Solucao CaCl, 0,01M + analito (sem o solo)

v' Estudo = Solo + Solugdo CaCl, 0,01M + Analito

Totalizando trés brancos (um para cada tipo de solo), dois controles (um para
cada analito) e seis estudos (3 tipos de solo para cada um dos analitos), todos
realizados em duplicata (22 ensaios, no total).

O experimento também foi utilizado para a determinagdo do tempo de
equilibrio, ou seja, o tempo no qual o sistema atinge um patamar, e ndo ha mais
variacdo na concentracdo de analitos no solo, e na solucédo. O equilibrio pode ser
determinado em um gréfico da porcentagem de sorcdo em funcdo do tempo
(ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2000).

Figura 7 — Fluxograma do experimento para determinacdo da razdo solo/solucdo, da

estabilidade do analito e do tempo de equilibrio.

Controle

25mL de solugdo
CaCl, 0,01M

Agitacao
por 12horas

Estudo Razdo
solo/solugdo

5g de solo
+
25mL de solugdo
CaCl, 0,01M

Agitacao
por 12horas

Adicdo de 50uL de solugdo da
micotoxina individual.
Concentragdo inicial AFB1 150ng
mL" e ZEA 730ng mL™

Adi¢do de 50pL de solugdo da
micotoxina individual.
Concentragdo inicial AFB1 150ng
mL" e ZEA 730ng mL™

Agitagao

Agitacao

Branco

5g de solo
+
25mL de solugdo
CaCl, 0,01M

Agitacao
por 12horas

Adigdo de 50puL de
solvente

Agitacao

A cada intervalo de tempo,
decantagdo por 15min, retirada e
filtragdo de 250ulL da solugdo para

analise por HPLC-FLD

At=0,2,4,6,9,12,24,36,48,72,
96, 120, 144, 168, 216 e 251 horas

A cada intervalo de tempo,
decantagdo por 15min, retirada e
filtragdo de 250ulL da solugdo para

analise por HPLC-FLD

At=0,2,4,6,9,12,24,36,48,72,
96, 120, 144, 168, 216 e 251 horas

A cada intervalo de tempo,
decantagdo por 15min, retirada
e filtragdo de 250ul da solugdo

para analise por HPLC-FLD

At=0,2,4,6,9,12, 24, 36, 48,
72,96, 120, 144, 168, 216 e 251
horas

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.10.3.2 Estudo de conservacdo de massa

Para a realizacao deste teste, escolheu-se apenas o solo de Lavras, por ser o
que apresentou degradacdo mais rapida para as duas micotoxinas. O teste foi
realizado com as micotoxinas separadamente, para evitar que haja competicéo
microbiolégica na degradacéo das substancias.

O estudo é basicamente igual ao estudo de sorcao/dessorcéo realizado no
item anterior, porém, a cada intervalo de tempo, analisa-se a fase aquosa, e também
o solo, por meio do processo de extracdo (Figura 6). A concentracao inicial das
micotoxinas no experimento (meio aquoso) foi de 480ng mL™ (equivalente a 1440 ng
g’ de solo, para uma sorcéo de 100%).

Para quantificacdo dos analitos na fase aquosa foi utilizada uma curva
preparada em CaCl, 0,01M e para quantificacdo no solo foi utilizada uma curva
extraida. O experimento (realizado em um solo, com as micotoxinas individualmente)
contou com 5 leituras, em duplicata (20 frascos) mais um branco para cada leitura e

trés controles para cada analito, totalizando 31 frascos.

Figura 8 — Fluxograma do experimento de conservacdo de massa.

Estudo Conservagdo

Controle q Branco
e massa
5g de solo 5g de solo
25mL de solugdo + +
CaCl, 0,01M 25mL de solugio 25mL de solugdo
CaCl, 0,01M CaCl, 0,01M
Agitacdo Agitac3o Agitacdo
por 12horas por 12horas por 12horas
Adic3o de 50puL de solugdo da Adi¢3o de 50uL de solugdo da Adigdo de 50uL de
micotoxina individual. micotoxina individual. solvente
Concentragdo inicial 480ng mL* Concentragdo inicial 480ng mL?
Agitagdo
Agitacdo Agitagado
A cada intervalo de tempo,
A cada intervalo de tempo, A cada intervalo de tempo, decantagdo decantacdo por 15min, retirada e
decantago por 15min, por 15min, retirada e filtragdo de filtracdo de 250uL da solugo,
retirada e filtracdo de 250ul da 250ul da solugdo, remogdo da fase remocdo da fase aquosa e
solugdo para anélise por HPLC- aquosa e posterior extragao do solo posterior extracdo do solo
FLD para analise por HPLC-FLD para andlise por HPLC-FLD
At=0,24,48,72 e 96 horas At=0, 24, 48,72 e96 horas At=0,24,48,72e96 horas

Fonte: elaborado pelo autor.
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Célculos envolvidos

Para verificar se houve conservacao de massa, realizou-se uma comparacao
entre a soma das massas (fase aquosa e solo) e as massas encontradas no grupo
controle, em cada leitura, utilizando o Teste t de Student (Equacbes 22 e 23)
(HARRIS, 2012).

s2(n —-1)+s2(ny—-1) ~
Sagrupado = \/ ! n1+n22—2 (Equa(;ao 22)
|21 —23] nqn, ~
teatculado = (Equacéao 23)
Sagrupado \| N11tN2

Onde: n; é o numero de medidas do grupo 1; n, € o numero de medidas do grupo 2;
X1 € a média dos valores do grupol e x, é a média dos valores do grupo 2.

O valor de tcacuiado € coOmparado ao valor de tiapelado para ni+n,-2 graus de
liberdade e 95% de confianca. Se tcaculado< tiabelado(95%), a diferenca ndo é
significativa, e portanto, considera-se que houve conservac¢do das massas. Caso 0
valor de tcaculado™ ttabelado(95%) assume-se que ndo houve conservacdo da massa a

partir deste periodo.

4.11 Cinéticade sorcdo e de dessorcao
Os estudos de cinética foram realizados para os trés solos, com as
micotoxinas em mistura e individualmente, conforme descrito no fluxograma da
Figura 9. Nesse experimento, assim como nos anteriores, também foram realizados
o Branco e o Controle
v" Branco = solo + solu¢édo CaCl,0,01M (sem o analito)

v Controle = Solug¢édo CaCl;0,01M + analito (sem o solo)

Totalizando trés brancos (um para cada tipo de solo), quatro controles (dois
para cada analito) e dezoito experimentos (3 tipos de solo para cada um dos analitos

em mistura e individual, realizados em duplicata).
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Célculos envolvidos

A porcentagem de sorcdo, A (Equagdo 18) é calculada a cada leitura e
representada graficamente em funcdo do tempo. No equilibrio, calcula-se o
coeficiente de distribuicédo, Kq (Equacéo 19).

Para a cinética de dessorcdo, calcula-se a porcentagem de dessorcao
(Equacdo 20) a cada tempo, que também é representada graficamente, em funcéo

do tempo. No equilibrio, calcula-se o coeficiente de dessor¢ao, Kqes (Equacédo 21).



Figura 9 - Fluxograma do experimento para
determinacédo da cinética de sorcéo e de dessorcao.

Cinética de sorgdo e
dessorg¢do

5g de solo
+

25mL de solugdo

Agitagao por
12horas

Adi¢do de 50uL de solugao
padrdo
Concentragdo inicial 790ng
mL* para AFB1 e ZEA
individual ou 650ng mL™
para AFB1 e ZEA em mistura

Agitacao

A cada intervalo de tempo,
decantagdo por 15min, retirada
e filtragdo de 250ul da solugdo

para analise por HPLC-FLD

At=0, 6,12, 24, 36 e 48 horas

Decantagao por 15min, remogdo
do sobrenadante e adigdo de
CaCl, 0,01M exatamente na
mesma quantidade que foi
removido

Agitacao

A cada intervalo de tempo, decantagao por
15min, retirada e filtracdo de 250ulL da
solugdo para andlise por HPLC-FLD. No frasco
do experimento é adicionado 250uL de
solugdo CaCl, 0,01M e retorna para agitagdo.

At =6, 12, 24,36 e 48 horas

Fonte: elaborado pelo autor.
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Dessor¢ao
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4.12 Isotermas de sorcao e de dessorgéo

O ensaio € realizado de forma semelhante ao de cinética, porém sao
escolhidas cinco concentracdes das micotoxinas, de forma individual e em mistura
(Tabela 7), onde a fase aquosa € analisada apenas no inicio e ao atingir o equilibrio
(Figural0). Assim como nos estudos anteriores, também foram realizados o branco

para cada solo e o controle com um nivel de concentragéo intermediario (C3)

Tabela 7 - Concentragbes utilizadas para o estudo das
isotermas em mistura e individual.

Niveis Mistura (hg mL™) Individual (ng mL™)

AFB1 ZEA AFB1  ZEA
C1 110 100 130 75
C2 350 260 400 210
C3 600 460 730 330
C4 860 700 960 560
C5 970 740 1290 700

Fonte: elaborada pelo autor



Figura 10 — Fluxograma do experimento para
determinacédo das isotermas de sor¢ao e dessorcao

Isotermas de sorgdo e
dessorgao

5g de solo
+

25mL de solugdo

Agitagdo por
12horas

Adicdo de 50uL de solugdo
padrdo em mistura e
individual

Agitacao

No inicio do experimento e ao
atingir o equilibrio (t=0 e 48
horas) decantagdo por 15min,
retirada e filtragao de 250ul da
solucdo para andlise por HPLC-
FLD

Decantagdo por 15min, remogao
do sobrenadante e adi¢do de
CaCl, 0,01M exatamente na
mesma quantidade que foi
removido

Agitacao

Ap0s 48 horas, decantagdo por 15min,

retirada e filtragcdo de 250ul da
solucdo para andlise por HPLC-FLD

Fonte: elaborada pelo autor
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Célculos envolvidos

As concentragbes das micotoxinas na fase aquosa (equilibrio) séo
determinadas, e a massa sorvida, por unidade de massa de solo € plotada como
uma funcéo da concentracdo de equilibrio na fase aquosa.

Existem diversos modelos matematicos frequentemente utilizados para
descrever o comportamento do processo de sor¢do de uma substancia em solo.
Para este estudo optou-se por testar trés modelos: Linear, Langmuir e Freundlich,
por serem frequentemente encontrados na literatura para descrever a adsorcéo de
compostos organicos em (HUANG et al., 2003; OSAGIE; OWABOR, 2015;
VASSILIS et al., 2016).

O modelo linear de primeira ordem sugere um aumento linear da sor¢do com
0 aumento da concentracdo (GILES; SMITH; HUITSON, 1974) enquanto o modelo
de Langmuir sugere que a adsorgdo ocorre homogéneamente, em sitios especificos,
sem interacdo com a molécula do analito, se tornando maxima quando uma camada
monomolecular cobre totalmente a superficie do adsorvente. Ja o modelo de
Freundlich sugere que a energia de adsorcao decresce logaritmicamente a medida
que a superficie vai sendo coberta pelo soluto, pois considera-se a heterogeneidade
da superficie do adsorvente, o que a diferencia do modelo de Langmuir.

v Modelo linear

Q=K;xC (Equacéo 24)

Koc = Ky 19 (Equacéo 25)

Y%oc

Onde: Q é a concentracdo no solo (ug g ), C é a concentracéo na solucdo (ug cm™>),
Kq é o coeficiente de sorcdo linear (cm® g*) e Ko é o coeficiente de distribuicdo
normalizado ao carbono orgéanico e %oc € a porcentagem de carbono organico no
solo.

v" Modelo de Langmuir

1 1
Qo  bQoC

(Equacéo 26)

Q|+
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Para este modelo, encontra-se também o fator de separacdo (R.) (Webber and
Chakkravorti, 1974 apud Vassilis 2016).

1
T 1+bC,

R; (Equacao 27)

Onde: Q é a concentracdo no solo (ug g*), e C é a concentracdo na solucdo
(Mg cm™), Qo é a adsorcdo maxima (ug g*), b é a constante de Langmuir (cm* g™) e
C, é a concentracdo inicial da micotoxina (g cm™).

Quanto menor o valor de R, mais favoravel € o processo de sor¢cdo. R >1
indica que o processo de sor¢do nao é favorecido; para valores 0<R <1 0 processo &
favorecido; R =1 e R =0 indica que a sorcéo € linear e irreversivel, respectivamente
(VASSILIS et al., 2016).

v Modelo de Freundlich

logQ = logKp + (%) logC (Equacéo 28)

Onde: Ke é a constante de Freundlich ((ug g*) (cm® g

adimensional, relacionada ao formato da isoterma.

) € n € uma grandeza

4.13 Avaliacdo da mobilidade das micotoxinas

Existe na literatura diversos modelos de avaliagcdo de contaminagao das
aguas subterraneas e superficiais, principalmente para pesticidas (LOURENCETTI et
al., 2005) os quais sao calculados empregando-se as caracteristicas fisico-quimicas
e propriedades de sorcéo e persisténcia ambiental desses compostos. Dentre estes
modelos, destacam-se o método do Diretério de Seguranca de Pesticidas do Reino
Unido, DSPRU (BOXAL et al., 2013), que classifica a mobilidade de pesticidas em
aguas superficiais, o0 método de GOSS, o qual apresenta o potencial de transporte
de uma molécula associada ao sedimento ou dissolvida em agua e o método de
GUS que indica o potencial de lixiviacdo (PESSOA et al., 2004). Importante ressaltar
que, embora esses métodos tenham sido criados para pesticidas, pode-se encontrar
na literatura, trabalhos que utilizaram estes modelos para diferentes contaminantes
(TANG et al., 2012; BOXAL et al., 2013).
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v Modelo do Diretério de Seguranca de Pesticidas do Reino Unido (DSPRU):
Classifica a mobilidade dos compostos em &guas superficiais, utilizando os valores

de Ky, conforme descrito na Tabela 8.

Tabela 8 - Critérios de mobilidade de acordo com o Diretério de
Seguranca de Pesticidas do Reino Unido (DSPRU).

Mobilidade Koc (cm®g™)
Muito mével <15
Movel 15-74
Moderadamente movel 75 — 499
Ligeiramente movel 500 - 4000
Baixa mobilidade > 4000

Fonte: adaptado de Boxal et al., 2013.

v indice de GOSS: Desenvolvido para avaliar o potencial de contaminacéo de
aguas superficiais, por pesticidas, utiliza o tempo de meia vida no solo, o coeficiente
de sorcdo normalizado ao teor de carbono orgéanico do solo, e a solubilidade em
agua (GOSS, 1992; PESSOA et al., 2004). Possui dois métodos de classificacao:

1) Classificagéo do potencial de transporte da substancia associada ao sedimento:
a) Alto potencial:
t%2 solo = 40 dias e Ko = 1000 mL g'1 ou
tl2 solo 240 dias e Koc = 500 mL g e solubilidade em 4gua < 0,5 pg mL™
b) Baixo potencial:
t%2 solo < 1dia; ou
tl solo < 2 dias e Ko < 500 mL.g™; ou
tl2 solo < 4 dias e Ko < 900 mL g™ e solubilidade em agua = 0,5 pg mL™ ou
tl2 solo < 40 dias e Koc < 500 mL g™ e solubilidade em agua = 0,5 ug mL™; ou
tY solo < 40 dias e Ko < 900 mL g* e solubilidade em agua = 2,0 pg mL™
c) Médio Potencial:
Caso nao atenda nenhuma das exigéncias para ser classificado como alto ou

baixo potencial.
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2) Classificacé@o do potencial de transporte da substancia dissolvida em agua.
a) Alto potencial:
tl2 solo > 35 dias e Koc < 100.000 mL g™ e solubilidade = 1 pg mL™ ou
Koc < 700 mL g™ e 10<solubilidade<100 pg mL™
b) Baixo potencial:
Koc = 100.000 mL g™ ou
t' solo < 1dia e Ko = 1.000 mL g™ ou
ti2 solo < 35 dias e solubilidade < 0,5 pg mL™
c) Médio Potencial:
Caso nao atenda nenhuma das exigéncias para ser classificado como alto ou

baixo potencial.

v indice de GUS (Groundwater Ubiquity Score): Utiliza o tempo de meia-vida no
solo e o coeficiente de sorgdo normalizado ao teor de carbono organico do solo.
Neste método, o contaminante é classificado de acordo com seu potencial de
lixiviagdo, sendo assim, muito utilizado para avaliar a contaminacdo de aguas
subterrdneas (GUSTAFSON, 1989) A equacado para a estimativa deste indice esta
apresentada na Equacao 29.

GUS = (logt1) X (4 — logKy¢) (Equacéao 29)
2

O valor de GUS obtido é utilizado para classificar a substancia em uma das
categorias, definidas por faixas pré-estabelecidas, conforme os seguintes intervalos:
a) GUS =< 1,8 - ndo sofre lixiviacao;
b) 1,8 < GUS < 2,8 - faixa de transi¢ao;
c) GUS = 2,8 - Provavel Lixiviagdo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Desenvolvimento do método cromatografico

Para o desenvolvimento do método cromatografico, utilizou-se como base o
trabalho de Rahman e Jinap (2010), que propuseram um método para determinacéo
de micotoxinas (trés diferentes classes, incluindo os analitos deste estudo) em
cereais, por CLAE-FLU.

Foram realizadas algumas alteracbes nas condicbes cromatograficas,
incluindo a reducdo no volume de injecdo (de 100 para 20 pL), por ndo ser
compativel com o volume comumente utilizado no equipamento em uso. A segunda
modificacdo encontra-se no tamanho das particulas da coluna (3,5 pm no método
original). A utilizacdo de particulas menores que 5,0 um acarreta em um aumento na
pressdo do sistema, inviabilizando seu uso. Também foram modificados os
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo dos analitos, pois optou-se por
remover a etapa de derivatizagdo, por envolver o consumo de mais reagente para
promover a reacao e também por se apresentar como uma fonte de possiveis erros.
Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo utilizados para a AFB1 foram
365nm e 425nm, respectivamente, conforme descrito na literatura (SIRHAN; TAN;
WONG, 2011) e 275nm e 450nm para a ZEA (JOANNIS-CASSAN et al., 2011).

A partir do método de Rahman e Jinap (2010), o qual apresentava trés
componentes na fase movel - agua acidificada com 0,1% de acido acético (HOAC),
acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH) e eluicdo gradiente, foi possivel desenvolver
um meétodo ternario e isocratico para a separacao dos analitos (Figura 11A).

Na segunda etapa do desenvolvimento cromatogréfico, estabeleceu-se um
método binario, utilizando acido acético 0,1% e acetonitrila, na proporcédo encontrada
para os solventes organicos do primeiro teste (Figura 11B).

Como os trabalhos da literatura para determinagédo de micotoxinas por CLAE
apresentam, em sua maioria, métodos com metanol, um solvente de menor impacto,
tanto ambiental quanto para a saude do analista, quando comparado a acetonitrila,
optou-se por realizar um novo teste de fase binaria com o metanol (Figura 11C).
Para o ajuste da porcentagem do solvente, utilizou-se uma régua de forca de eluicao
(nomografo), onde pode-se trocar uma mistura com 45:55 (V:V, H,O:ACN) em 30:70
(V:V, H,O:MeOH), conforme apresentado na Figura 12.

Considerando-se tanto a questdao da exposicdo do analista, quanto na

geracao de residuos, optou-se por seguir os preceitos da Quimica verde e testar um
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solvente de menor impacto que o metanol, o etanol (EtOH). A principio foram
testadas as mesmas condi¢ées do método apresentado para a mistura 4cido acético
0,1%:metanol, mas ndo houve uma boa separacdo dos analitos. A partir deste
primeiro teste, foram realizados testes sucessivos, modificando a composicdo da
fase moével e temperatura do forno, até obter a melhor separacdo e simetria dos
picos (Figura 11D).
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Figura 11 - Desenvolvimento do método cromatografico para analise de AFB1 e ZEA por

CLAE-FLU.
A)

:n FL un.
AFB1

ZEA

Fase movel
Isocratica 0 a 15 min
45% HOAC 0,1%
30% ACN
25% MeOH

Temperatura do forno: 40°C

stFL un.

25 AFBl

tr 1(Emirl)

Fase movel
Isocratica 0 a 7 min
45% HOAC 0,1%

55% ACN
Temperatura do forno: 40°C

“I'FL un.

AFB1

Fase movel
Isocratica 0 a 12 min
30% HOAC 0,1%
70% MeOH

Temperatura do forno: 40°C

D)

Ev FL un.
“ AFB1

1

Fase movel
Isocratica 0 a 1 min — 45% HOAC
0,1%; 55% EtOH
Gradiente 1 a 2 min — 30% HOAC
0,1%; 70% EtOH
Isocratica 2 a 5 min — 30% HOAC
0,1%; 70% EtOH

Fonte: elaborada pelo autor

Temperatura do forno: 50°C
tr (mMin)
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Figura 12 - Nomografo: régua de forca de eluicdo, destacado
em vermelho a mudanca de uma composicéo 45:55 (H,O: ACN)
em aproximadamente 30:70 (H,O: MeOH)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100% ACN/MH,0

0 20 30 40 50 &0 |70 &0 90 100% MeOH/H,O

Fonte: Adaptado de Snyder; Kirkland e Dolan (2010).

E importante ressaltar, que a fase estacionaria utilizada (C18 — Gemini,
Phenomenex) foi do tipo end-capped para prevenir o encaudamento dos picos, uma
vez que as micotoxinas apresentam grupos polares, principalmente a ZEA, que
possui hidroxilas. Também para minimizar o encaudamento, utilizou-se fase movel
acidificada (0,1% HOACc), para manter os analitos (ZEA) e os silandis residuais da

coluna na forma protonada, impedindo também, uma interacao irreversivel.

5.1.1 Comparacao entre as condi¢cbes cromatograficas

A fim de comparar os métodos com diferentes fases moéveis, os dados de
assimetria (As), resolucédo (Rs) e seletividade (Selet), obtidos pelo software Galaxie
estdo expostos na Tabela 9, juntamente com os valores de tempo de retencéo (tg),
area e coeficiente de variacdo (CV). As formulas das equacdes para o calculo da
assimetria (Equacéo 30), resolucdo (Equacao 31) e seletividade (Equacao 32) estédo

apresentadas a seguir.
As = —== (Equacéo 30)

Onde W5y, € a largura do pico na base a 5% da altura e f representa a primeira
metade da largura do pico na base a 5% da altura.

Rs = 2(tpz—tRr1)

We W, (Equacéo 31)

Onde: tg; and tr, representam o tempo de retencédo do primeiro pico e do segundo
pico, respectivamente. E W; e W, representam a largura dos respectivos picos.
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Selet = 2o (Equacao 32)

To—tRr1

Onde: To, tri, trz representam, respectivamente, o tempo morto, o tempo de
retencdo do primeiro pico e o tempo de retencdo do segundo pico.

Tabela 9 - Comparacao entre os diferentes métodos cromatograficos (n=6)

) . tr CV Area CV Tempo total da
Método Analito (min) % . % As Rs  Selet analise (min)
ACN AFB1 232 04 166 7 141
ZEA 466 02 479 1 1,19 12,61 201 !
MeOH AFB1 342 2 515 3 1,06
ZEA 758 2 863 2 1,07 880 2,21 10
EtOH AFB1 206 04 315 1 1,30 6.90 169 5

ZEA 349 0,2 832 1 1,23
* Unidades de fluorescénciaXsegundos; Legenda: As = assimetria; CV = coeficiente de
variacao; Rs = resolucao; Selet = seletividade; tz = tempo de retencéo
Fonte: elaborada pelo autor

Considerando-se o tempo de retengdo, ndo houve variagao significativa na
precisdo com a troca das condi¢cdes de eluicdo, podendo-se observar que o CV foi
menor do que 2% para todas as composicées de FM, sendo que a composta por
MeOH apresentou o maior CV, provavelmente por causa da maior viscosidade da
mistura MeOH:H,0.

Quanto ao tempo total da corrida, a FM composta por etanol apresenta o
menor valor, porém, como a eluicdo é gradiente, diferentemente dos demais
métodos, ha a necessidade de um tempo de estabilizacdo maior entre as corridas, e
portanto, a analise com a fase mdvel composta por ACN é a mais rapida, seguida
pela que contém etanol e por ultimo o metanol.

A resolucdo indica a eficiéncia com que dois picos sdo separados, assim
como a seletividade. Nota-se que o método com maior resolucao cromatogréfica € o
que utiliza acetonitrila, enquanto que o método com metanol possui melhor
seletividade. Ja o fator de assimetria indica a simetria dos picos, onde valores
préximos de 1 apresentam picos mais simétricos. Nesse sentido, 0 método com
metanol apresentou os melhores resultados.

A resposta do detector de fluorescéncia foi melhor com a FM composta por
MeOH, seguida pela FM com EtOH para os dois analitos, sendo mais notavel este
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efeito para a AFB1 do que para ZEA. Esta diferenca de detectabilidade ja era
esperada em cromatografia liquida com deteccao de fluorescéncia, uma vez que a
intensidade de emissdo dos analitos depende totalmente do meio em que se
encontram os mesmos (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Com relacdo aos
coeficientes de variagdo das areas, nota-se que os melhores resultados foram
obtidos com a fase movel contendo etanol.

No geral, observa-se que cada meétodo se destacou em um parametro, mas
0s trés apresentaram uma boa separacdo entre os analitos e também uma boa
simetria dos picos. Com o intuito de colaborar com a diminuicdo da geracao de
residuos toxicos, além de garantir a seguranca do analista, optou-se por utilizar o

método com etanol para prosseguir os estudos.

5.2 Validacdo do método cromatografico

A seletividade do meétodo pode ser observada comparando-se 0s
cromatogramas apresentados na Figura 13, onde a Figura 13A mostra que ndo ha
presenca de interferentes co-eluindo com os analitos, presentes na Figura 13B.

Quanto a identificacdo das micotoxinas, realizada com a injecdo de solucdes
padrées dos analitos, individualmente, pode ser confirmada com os cromatogramas
presentes na Figura 13B, que apresenta em preto, o0 cromatograma obtido com uma
solucdo padrédo da AFB1, enquanto em vermelho observa-se o cromatograma de
uma solucéo de ZEA.
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Figura 13 - Cromatograma (CLAE-FLU) obtido nas condi¢bes da Tabela 5:
(A) etanol (B) Solucéo padréo dos analitos AFB1 (preto, 50 ug L™) e ZEA
(vermelho, 50pg L™), em etanol.
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Fonte: elaborada pelo autor

A precisdo do método, tanto na identificacdo (tg), quanto na quantificacédo
(area) dos analitos é comprovada pelos dados apresentados na Tabela 10 (para
n=3), o qual apresentou CV de no maximo 0,5% no tempo de reten¢éo dos analitos

e de no maximo 4% na area dos mesmos, indicando assim uma boa precisdo do
método.
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Tabela 10 - Valores médios e coeficiente de variagcdo do tempo de retencdo e da area
dos analitos, indicando a precisdo do método (n=3).

c trach AFB1 ZEA
L
(g LY Média CV Média CV Média CV Média CV
(min) (%) * (%)  (min) (%) * (%)
5 2,04 0,2 30 3 3,21 0,3 26 2
8 2,05 0,2 41 2 3,22 0,5 27 2
10 2,05 0,2 47 3 3,19 0,3 31 3
25 2,05 0,2 126 1 3,23 0,4 80 4
50 2,05 0,2 245 1 3,22 0,3 177 4
75 2,04 0,2 378 1 3,22 0,4 251 3
100 2,04 0,2 478 0,4 3,21 0,4 314 2
255 2,05 0,1 1232 1 3,22 0,1 832 0,1
510 2,05 0,1 2506 1 3,22 0,1 1774 1
1015 2,04 0,4 4947 1 3,21 0,4 3327 1
1525 2,04 0,4 7397 0,3 3,21 0,3 5032 0,1

* Unidades de FluorescénciaXsegundos
Fonte: elaborada pelo autor.

Para o estudo de linearidade e a determinacgéo do intervalo de trabalho foram
preparadas solu¢cdes com uma mistura dos analitos em 13 concentracfes, em
etanol, compativeis com os valores necessarios para a realizacdo dos estudos de
mobilidade. E a média das areas obtidas para cada concentracao, de cada um dos
analitos, foi utilizada para realizar os calculos descritos no item 4.5.2.

Na Figura 14 e Tabela 11 encontram-se 0s graficos e os valores obtidos para

o estudo de linearidade de cada analito, respectivamente.
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Figura 14 - Curvas analiticas e Graficos de Residuos para AFB1 e ZEA em etanol.
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Fonte: elaborada pelo autor
Tabela 11 - ParAmetros da curva analitica para AFB1 e ZEA em etanol.
Numero de -
Micotoxina Coef Coef 2 ontos Teste de Faixa linear
Angular Linear P ~ homocedasticidade de trabalho
anémalos
2 tcal(: = '1:94 -1
AFB1 4,87 2,237 1 L
873 237 0,999 (25e1250 ug L™ tei = 2,26 5a1500ug
teac =-2,25 )
ZEA 3,278 0,169 0999 2 cale 5a 1500pg L™

(25e1250 ug L™ tei = 2,26

Fonte: elaborada pelo autor
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De acordo com os valores para 0 tcaculado NO teste de homocedasticidade (t.) e
os valores de tuiico, pode-se confirmar, juntamente com os graficos de residuos
apresentados na Figura 14 que os residuos apresentam homogeneidade na
variancia, e portanto, a regressao linear utilizada é valida, sem a necessidade de
realizar a regresséo linear ponderada. Para as duas micotoxinas estudadas a faixa
linear de trabalho varia de 5 a 1500ug L™.

O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo instrumentais, calculados

conforme apresentado no item 4.8.4 estédo descritos na Tabela 12.

Tabela 12 - Limite de Detecgéo (LD) e Limite de
Quantificacdo (LQ) instrumentais

Micotoxina LD LQ
(ug L™) (hg L™)

AFB1 0,36 5,0

ZEA 0,68 5,0

Fonte: elaborada pelo autor.

Para as duas micotoxinas, foram obtidos um amplo intervalo linear de trabalho
(Tabela 11), juntamente com baixos valores de LQ (Tabela 12), essas caracteristicas
do método instrumental sédo indispensaveis para os préximos estudos, que avaliam a

mobilidade e persisténcia dessas micotoxinas em solo.

5.3 Caracterizacado dos solos

Na Tabela 13 encontram-se os resultados obtidos das analises Fisicas e
Quimicas dos solos de Araraquara (SP), Corbélia (PR) e Lavras (MG) nas duas
coletas. E importante ressaltar que as amostras da primeira coleta foram utilizadas
para os estudos prévios (exceto o de conservacdo de massa), e as amostras da
segunda coleta foram utilizadas para os estudos de degradag&o, conservacdo de

massa, cinética e isoterma.
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Tabela 13 - Resultados das analises das amostras de solo inseridas neste trabalho
(efetuadas no Instituto Agronémico de Campinas)

ParAmetros Araraquara Corbélia Lavras
Coletal Coleta2 Coletal Coleta2 Coletal Coleta2

Argila (%) 51,2 63,7 61,2 72,3 53,8 64,3

Silte (%) 28,0 18,6 30,8 20,7 26,9 18,4

Areia Total (%) 20,8 17,7 8.0 7,0 19,3 17,3

Densidade de Particula - 2,88 - 2,67 - 2,58

(g/cm®)

Matéria organica (MO) 31 19 48 59 49 46

(g/dm?®)

Matéria organica (MO) 0,66 2,21 1,78

Calculada* (%) i i )

Carbono Organico 2,61 - 0,78 - 0,97

Calculado** (%)

Acidez Ativa 4,8 5,5 3,9 45 6,4 6,2

(pH em CaCl2 0,01M)

Fosforo (P) 3 7 10 20 18 23

(mg/dm?)

Potéassio (K) 0,5 0,8 1,3 2.5 2,6 2,8

(mmolc/dm?)

Célcio (Ca) 11 9 19 47 95 97

(mmolc/dm?®)

Magnésio (Mg) 7 3 2 16 9 16

(mmolc/dm?)

Capacidade de trocade 60,5 32,8 141,3 145,5 122,6 133,8

cations (C.T.C) -
(mmolc/dm?)

Nitrogénio (N) - (g/kg) 1,2 0,6 3,9 2,7 1,9 1,7

* Calculada com base nos valores de densidade de particula e matéria organica (g/cm®)
** Calculado com base nos valores de matéria organica %OM/%O0C = 1,724 (VASSILIS et al., 2016)
Fonte: elaborada pelo autor.

Dentre os parametros analisados, destacam-se a matéria organica, a acidez
ativa, além da composicao textural, que sdo os que mais podem interferir no
processo de sorcdo e degradacdo (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-
OPERATION AND DEVELOPMENT, 2000).

De acordo com o protocolo para o cultivo de milho da EMBRAPA, os solos
mais recomendados para a cultura do milho s@o os de textura média (com teores de
argila em torno de 30-35%) ou os argilosos, pois apresentam boa capacidade de
retencdo de agua e de nutrientes disponiveis para as plantas. Por outro lado, solos

arenosos devem ser evitados, devido a sua baixa capacidade de retencédo de 4gua e
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nutrientes disponiveis para as plantas, geralmente apresentam intensa lixiviagdo e
perdem mais agua por evaporacdo, sendo, normalmente, mais secos (LANDAU;
SANS; SANTANA, 2009).

Portanto, as amostras de solo coletadas nas diferentes localidades possuem
as caracteristicas compativeis com os solos mais adequados ao plantio de milho, e a
escolha dos trés locais de coleta € coerente com os objetivos do estudo, para 0s
experimentos de mobilidade e persisténcia.

Quanto as caracteristicas microbioldgicas, o resultado das andlises da
biomassa microbiana das amostras (da segunda coleta) obtidas a partir do segundo
tratamento (que foram utilizadas para o estudo de degradacao), estdo expostas na
Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados da andlise da biomassa microbiana das amostras de

solo inseridas neste trabalho (tratamento 2) realizadas pelo Laboratério de

microbiologia do solo da Escola Superior de Agricultura "Luiz De Queiroz"
Biomassa microbiana

(mg C g™ de solo seco)

Local de amostragem

Araragquara 0,54
Corbélia 1,00
Lavras 0,91

Fonte: elaborada pelo autor.

As determinacbes do carbono da biomassa microbiana do solo sédo
importantes para avaliacdo do tamanho do reservatério mais ativo e dindmico da
matéria organica do solo, uma vez que a biomassa microbiana é considerada a parte
viva e mais ativa da matéria organica, constituida basicamente por fungos e
bactérias que atuam em processos que vao desde a formagcdo do solo até a
decomposicao de residuos organicos (REIS JUNIOR; MENDES, 2007). A biomassa
microbiana representa cerca de 2 a 5% do carbono orgéanico do solo (JENKINSON;
POWLSON, 1976).

Apenas como fator de comparacdo, encontrou-se na literatura o trabalho de
D’Andréa et al. (2002) onde sao estudados, no Brasil, diversos sistemas de manejo,
como pastagens, o cerrado e diferentes tipos de plantios, incluindo as culturas de

milho. Nesse estudo, os maiores valores de carbono da biomassa microbiana foram
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encontrados nas camadas superficiais, onde sdo mais intensos 0s processos de
transformacao da matéria organica pelos microrganismos do solo, e apresentaram
valores de 1,31 mg g™ no Cerrado, 0,67 mg g™ na pastagem de braquiéaria e de 0,21
mg g* em area cultivada com milho.

Como pode ser observado, os valores encontrados nas amostras dos solos
(Tabela 14) sdo compativeis com os valores citados no trabalho de D’Andréa et al.
(2002), porém, muito acima dos valores obtidos para as areas cultivadas, indicando

uma elevada atividade microbiana.

5.4 Método de extracdo

O método desenvolvido neste trabalho para a extracdo dos analitos € uma
modificacdo do método QUEChERS (ANASTASSIADES; LEHOTAY, 2003) baseado,
principalmente, no trabalho desenvolvido para extracdo de hormdnios em sedimento
(BEZERRA, 2014). A Figura 15 apresenta o método de Bezerra (2014) juntamente
com o meétodo desenvolvido neste trabalho.
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Figura 15 - Comparacdo do método de Bezerra (2014) com o método desenvolvido

Método desenvolvido por Bezerra (2014) Método desenvolvido neste trabalho
Adicéo dg:
5mL de Agua Adicgo de:
10’;“]: A(éN 15mL de Agua
| — | acidmcadaad, 15mL ACN acidificada a
2,5g amostra HOAC - 0,1% com acido acético

1g NaCl 5g amostra 3g NaCl
49 MgSO4

1min Vortex 2min Vortex

1min Centrifuga 2 min Centrifuga
Adicéo de: Adicéo de:
250mg PSA 250mg PSA

o | | 2s0mgc1s | | 250mgc18
5mL fase organica 2mL fase organica
20s Vortex 2min Vortex
1min Centrifuga 2 min Centrifuga
4mL fase orgénica 500pL sobrenadante

Secagem com N,

Ressuspengao em Secagem em fluxo de N,

800uL acetonitrila Ressuspensédo em 500yl de etanol

HPLC-FLD
HPLC-FLD

Fonte: elaborada pelo autor.

Dentre as principais diferencas entre os métodos, destacam-se a massa de
amostra, que passou de 2,5 para 5,0 gramas, por ser a massa de solo utilizada nos
estudos de degradacdo e também a massa escolhida para primeiro teste de razéo
solo/solucdo para os estudos de sor¢cdo. Com o aumento da massa utilizada, foi
necessario aumentar o volume de solvente extrator (ACN) e de agua. Nesse método,
optou-se por nao utilizar o MgSO, anidro, uma vez que ao ser hidratado, sua
cristalizacdo acaba dificultando o contato entre o solvente de extracdo e a matriz.
Como o MgSO, anidro também favorece a particdo das fases, foi necessario
aumentar a massa de NaCl. Também foi reduzido o volume da fase organica
utilizada no processo de clean-up e removida a etapa de concentracdo dos analitos
ao final do processo. As mudancas foram necessarias para evitar o aumento da linha
de base e o aparecimento de interferentes, assim como 0S possiveis danos

causados ao equipamento (CLAE-FLU).
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5.5 Validacdo do método
5.5.1 Seletividade e Efeito Matriz

A seletividade do método de extracéo foi avaliada realizando-se uma extracao
com a matriz (solo de Araraquara), sem a presenca dos analitos, chamada de
branco do método. A Figura 16 apresenta a sobreposicdo do cromatograma de uma
solucdo padrédo (em vermelho) comparada com o branco do método (preto).

Figura 16 - Sobreposicéo dos cromatogramas da solugéo padréo (em preto - AFB1 50ug L™
e ZEA 250ug L™) comparada com o branco do método (vermelho) para avaliar a seletividade
do método de extracéo.
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Fonte: elaborada pelo autor. tr (Min)

Nota-se que o branco do método apresenta uma elevacdo na linha de base,
principalmente entre os tempos de retencédo 1,8 e 2,6 min, onde tem-se a eluicdo da
AFB1. Uma andlise mais cautelosa dos efeitos deste aumento na linha de base sera
observada no estudo do efeito matriz, realizado conforme descrito no item 4.8.2,
cujos resultados estao expostos na Tabela 15 e representados nas curvas da Figura

17. Para este estudo, foram realizadas trés curvas analiticas:

v' curva em etanol (solvente) com sete concentracdes diferentes de solucdes
mistas dos analitos;

v’ curva no extrato da matriz, onde realiza-se o processo de extra¢do, conforme
descrito no fluxograma da Figura 6, em um solo ndo contaminado (branco do

meétodo), e apos a secagem com fluxo de N, a ressuspenséo é realizada em
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uma solucdo mista dos analitos (em etanol). Esse processo foi realizado para
sete concentracdes diferentes.

v curva extraida, onde o solo é fortificado com uma solucdo mista dos analitos
por 4 horas, e apés este periodo realiza-se a extracdo. Para esta curva, as

amostras de solo foram fortificadas com cinco concentracgdes distintas.

Tabela 15 - Comparacgdo entre as curvas analiticas das micotoxinas em etanol, no extrato da
matriz e a curva extraida.

NUmero
. Coef Coef 2 de pontos Teste de Ponde- %
Analito Curva . N homocedas- Efeito
Angular Linear andmalos - rado .
. ticidade Matriz
removidos
AFB1 Etanol 9,68 -24,73 0,999 0 Teac =0,78 nao -
Terit = 2,57
Extrato 10,10 142,36 0,999 O Teac =-1,46 nao 4*
da Matriz Teic= 2,57
Extraida 12,58 119,20 0,999 O Teac = -2,29 nao 25**
Teit=3,18
ZEA Etanol 7,19 -1751 0,999 O Teac = 0,02 nao -
Teit = 2,57
Extrato 7,88 -39,83 0,999 O Teae =-0.73 nao 10*
da Matriz Tait = 2,57
Extraida 6,21 2698 0,998 0 Teac =-0,01 nao -21%*
Tei=3,18

*comparacgdo dos coeficientes angulares com as curvas em etanol;
** comparacgdo dos coeficientes angulares com as curvas preparadas no extrato da matriz.
Fonte: elaborado pelo autor.



Figura 17 - Curvas analiticas em etanol, no extrato da matriz e extraida
para AFB1 e ZEA.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Como pode ser observado pela Figura 17 e pelos dados da Tabela 15, ndo

houve efeito matriz pronunciado (>10%) ao comparar as curvas em solvente e no

extrato da matriz, para os dois analitos. Porém, nota-se uma grande diferenga nos

coeficientes lineares, principalmente para a AFB1, provavelmente, devido ao

aumento na linha de base observado na Figura 16. Para evitar 0os erros causados

pela presenca da matriz na resposta cromatografica, optou-se por quantificar os

valores obtidos, no estudo de recuperacdo com a curva preparada no extrato da

matriz.
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J& para a curva extraida, que foi comparada com a curva na matriz, observou-
se um efeito matriz superior a 20%, e também uma diferenga entre os coeficientes
lineares para as duas micotoxinas. Ao compararmos os graficos das curvas notamos
que para a AFB1 tanto a curva extraida quando a curva na matriz tém efeito positivo
na resposta, sendo que, na curva extraida este efeito € maior. J4 para a ZEA os
efeitos séo antagdnicos, a curva extraida tem efeito negativo na resposta, enquanto
gque a curva na matriz tem efeito positivo. Maiores interpretacbes para essas
observacdes estdo expostas no item 5.5.2, apds apresentacdo dos resultados do

estudo de recuperacéo.

5.5.2 Estudo de recuperacdo e Limites de Deteccao (LD) e de Quantificacao
(LQ) do método

Conforme descrito no item 4.8.3, o estudo de recuperacao foi realizado para
avaliar a precisdo e a exatiddo do meétodo. Os valores encontrados foram
interpolados nas curvas analiticas preparadas no extrato da matriz, e com as
concentracfes obtidas pode-se encontrar 0 valor da porcentagem de recuperacao
(Tabela 16)

Tabela 16 - Resultados do estudo da exatidao (recuperacao) e precisao (CV%) do método
(n=3).

1° nivel (0,045 pg g™) 2° nivel (0,300 pg g™) 3° nivel (2,250 ug g™)

Analit

Nalto  oirec  wcv %rec  %CV % rec %CV
AFBL 74 4 117 1 120 03
ZEA 100 8 108 2 80 3

Fonte: elaborada pelo autor.

A literatura recomenda valores de porcentagens de recuperacéo entre 70 a
120% com coeficiente de variacdo menor que 20% (THIER e ZEUMER, 1987) e,
portanto, de acordo com os resultados encontrados pode-se concluir gue o0 método é
exato, com porcentagens de recuperacao entre 74 e 120% e preciso, com CV
maximo de 8%.

Quanto as diferencas observadas nas curvas realizadas no extrato da matriz
e nas curvas extraidas, pode-se inferir que as recuperagfes acima de 100% obtidas

para a AFB1, em concentracdes mais elevadas (2° e 3° nivel) s&o corrigidas ao
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utilizarmos a curva extraida (% efeito matriz positiva). Enquanto que para a ZEA,
observa-se o efeito oposto, uma redugédo da recuperagcdo em concentragcfes mais
elevadas (3° nivel), também corrigida pela curva extraida, por apresentar um valor
negativo de efeito matriz.

Portanto, todas as quantificacdes realizadas através dos processos de
extracdo (no solo), serdo feitas através das curvas extraidas, por apresentarem
maior fidedignidade aos resultados.

Os limites de deteccédo e quantificacdo foram calculados conforme descrito no

item 4.8.4, e os resultados estdo expostos na Tabela 17.

Tabela 17 - Limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ) do método de extracao.

Analito LD(hggl) LQ(hgg?)
AFB1 8,0 45,0

ZEA 10,0 45,0
Fonte: elaborado pelo autor.

Estes limites estdo adequados ao propésito para o qual o método foi
desenvolvido, analisar o solo dos estudos de degradacéo e de sorcao/dessorcdo. E
também poderiam ser utilizados para analises de amostras ambientais, uma vez que
os valores encontrados no ambiente, geralmente estdo em concentragdes na ordem

de ng g, conforme exposto na Tabela 3.

5.6 Estudo de degradacédo das micotoxinas em solo

O estudo de degradacgao, ou persisténcia nos fornece dados essenciais para
a previsao da estabilidade das micotoxinas e o risco de lixiviacdo (percolacdo) para
as aguas subterraneas e aguas superficiais.

O experimento foi realizado conforme descrito no item 4.9, e as
concentracbes remanescentes das micotoxinas em funcdo do tempo de incubacéo

estdo apresentadas na Tabela 18 e Figura 18.
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Tabela 18 - Concentracdo remanescente das micotoxinas em funcdo do tempo (n = 2)

Tempo Concentragdo das micotoxinas (ng g™), CV (%)
(dias) AFB1 ZEA

Araraquara Corbélia Lavras Araraquara Corbélia Lavras
0 1861 (2) 1713 (1) 1566 (1) 2294 (2) 2294 (1) 2295 (3)
3 1250(2) 1241 (1) 851 (5) 1001 (2) 1238 (3) 417 (5)
7 927 (13) 957 (25) 708 (6) 347 (10) 648 (20) 125 (15)
12 635 (25) 759 (3) 621 (6) 212 (4) 230 (2) 102 (1)
20 588 (1) 673 (1) 472 (3) 69 (8) 136 (17) 50 (14)
28 446 (6) 646 (19) 240 (17) 49 (12) 134 (20) <LQ
60 192 (10) 254 (2) <LQ <LD <LQ <LD
90 100 (3) 126 (3) <LD <LD <LD <LD
125 67 (12) 110 (14) <LD <LD <LD <LD

LD AFB1=8ngg™; LQ AFB1 =45ng g™"; LD ZEA=10ng g™; LQ ZEA =45ng g™.
Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 18 - Degradacdo das micotoxinas nos trés diferentes solos.
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Com relacao aos valores obtidos (Tabela 18) percebe-se que o coeficiente de
correlagcdo (CV) para as replicatas das leituras chegou a 25% para trés amostras.
Esse valor é justificado principalmente por dois fatores: 1) os processos de
degradacdo sdo complexos, dependentes de muitas variaveis quimicas, fisicas e
biolégicas (GUSTAFSON; HOLDEN, 1990); 2) os valores sao obtidos por meio do
processo de extracdo das micotoxinas no solo, o qual ja possui um erro experimental
associado (Tabela 16). Conclui-se entdo, que um coeficiente de variacédo de até 25%
demonstra boa precisao entre as replicatas do experimento.

A partir de uma analise preliminar dos dados, observa-se que a ZEA possui
uma degradacdo mais rapida que a AFB1. Quanto aos tipos de solo estudados,
nota-se que para as duas micotoxinas, houve degradacdo mais rapida no solo de
Lavras. Quanto aos solos de Araraquara e Corbélia, por meio da comparacdo dos
valores de porcentagem de degradacéo, utilizando-se o teste t de Student (95% de
confianca) observa-se que ha diferenca significativa para a AFB1, onde ha maior
degradacdo no solo de Araraquara. Ja para a ZEA, ndo houve diferenca significativa
entre os solos de Araraquara e Corbélia.

A partir dos valores de concentracdes remanescente no solo (Tabela 18), foi
possivel obter os modelos cinéticos propostos (Figuras 19 e 20), calculados
conforme descrito no item 4.9. Os parametros obtidos pelos dois modelos estao

expostos na Tabela 19.
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Figura 19 - Aplicacdo do modelo linear de primeira ordem para as micotoxinas, nos trés

solos.
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Figura 20 - Aplicacdo do modelo de Gustafson-Holden para as micotoxinas, nos trés solos.
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Tabela 19 - Equacbes dos modelos linear e de Gustafson-Holden de degradacédo das
micotoxinas.

Modelo cinétido Micotoxina Solo Equacéo R*
Linear de primeira AFB1 Araraquara  In(C/Cy) =-0,025t— 0,513 0,940
ordem Corbélia In(C/Cy) =-0,022t — 0,377 0,941
Lavras In(C/C,) = -0,056t — 0,246 0,920
ZEA Araraquara  In(C/Cy) =-0,135t— 0,502 0,928
Corbélia In(C/Co) = -0,104t— 0,423 0,868
Lavras In(C/C,) = -0,170t— 0,884 0,798
Gustafson-Holden AFB1 Araraquara  C = 1,861(1+0,173t)%%’ 0,982
Corbélia C =1,710(1+0,138t)*"%° 0,976
Lavras C = 1,566(1+0,698t)°° 0,965
ZEA Araraquara  C = 2,294(1+0,099t)%2% 0,999
Corbélia C = 2,295(1+0,066t)>4%® 0,999
Lavras C = 2,295(1+0,729t)" 8¢ 0,999

Fonte: elaborada pelo autor.

Com os valores da constante K, e os parametros o e 3, encontrados a partir
dos modelos cinéticos, foram calculados, conforme descrito no item 4.9 os tempos
de meia vida (t;, e DTso) € também o tempo para o desaparecimento de 90% da

substéancia (DTgo), apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - Valores de tempo de meia-vida (ty> € DTsy) € (DTgo) das micotoxinas, obtidos
pelos modelos cinéticos de degradacao.

Linear de primeira ordem Gustafson-Holden
Micotoxina Solo T, (dias) DTy (dias) DTsg (dias) DTy (dias)

Araraguara 28 92 7 72

AFB1 Corbélia 32 106 10 124
Lavras 12 4l 5 172

Araraquara 5 17 2 10

ZEA Corbélia ! 22 3 14
Lavras 4 14 1 5

Fonte: elaborada pelo autor.

Em geral, 0 modelo matemético mais usado para descrever a degradacéo de

uma substancia no solo é o Linear de primeira ordem (SWARCEWICZ,
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GREGORCZYK, 2013), porém os dados experimentais geralmente apresentam um
decaimento rapido no inicio, seguido de etapa mais lenta ao final do processo. Esta
observacdo pode ser explicada, fisicamente, pelo modelo de Gustafson-Holden,
onde é considerada a existéncia de algumas regifes mais expostas do solo, que em
uma primeira fase, interagem rapidamente com as micotoxinas, mas estas areas
acabam ficando esgotadas, deixando um residuo que se dissipa mais lentamente
(GUSTAFSON; HOLDEN, 1990).

Dentre os dois modelos cinéticos avaliados, uma inspec¢éo visual das curvas
(Figuras 17 e 18) e, mais precisamente, uma avaliacdo dos valores dos coeficientes
de correlacdo obtidos (R?, Tabela 19) nota-se que o modelo sugerido por Gustafson-
Holden é o que melhor explica a degradacdo das duas micotoxinas nos trés tipos de
solo estudados, apresentado valores de R? superiores a 0,96, 0 que mostra uma boa
correlacdo entre o modelo proposto e os dados obtidos experimentalmente. De
maneira geral, os valores de DTso e DTgy mais exatos sdo 0s obtidos por este
mesmo modelo, porém € possivel observar a presenca de duas excecdes, que foram
as extrapolacdes dos valores de DTg encontrados pelo modelo de Gustafson-
Holden para AFB1 nos solos de Lavras e Corbélia. Nesses dois casos, os valores
obtidos pelo modelo linear, apresentaram resultados mais coerentes com os valores
experimentais.

Ao observamos os valores de DTso tem-se em ordem crescente, para as duas
micotoxinas Lavras<Araraquara<Corbélia, jA os valores de carbono da biomassa
microbiana (Tabela 14) seguem uma ordem distinta Araraquara<Lavras<Corbélia.
Diante disso, suple-se que 0s processos biolégicos podem ndo ser o0s
predominantes na degradacdo e, portanto, para este estudo infere-se que o0s
processos quimicos tenham maior importancia.

Quanto aos processos quimicos, para ZEA e AFB1, observa-se que, no solo
com maior teor de silte e argila (Corbélia), ha uma degradacdo mais lenta (maior
tempo de meia-vida), muito provavelmente devido a elevada sor¢cdo das micotoxinas
a essas fragbes do solo. Esse mesmo efeito foi encontrado no trabalho de
degradacédo desenvolvido por Mortensen et al. (2006) para ZEA e OTA. Porém, os
teores de silte nos solos de Araraquara e Lavras S0 muito proOXimos, e, nesse caso,
a maior atividade microbiana no solo de Lavras, deve ter influenciado para aumentar

a taxa de degradacéo das micotoxinas.
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Os valores obtidos para o tempo de meia vida da ZEA (de 1 a 3 dias) foram
bem menores que os encontrados no trabalho desenvolvido por Mortensen et al.
(2006) (de 6 a 16 dias). Interessante notar, que o tipo de solo utilizado no estudo de
Mortensen, Strobel e Hansen (2006) é arenoso, 0 que poderia causar uma
diminuicdo no tempo de meia vida, devido a possivel menor sor¢do das micotoxinas,
mas o efeito oposto foi observado, muito provavelmente devido a diferenca de
temperatura dos estudos, uma vez que Mortensen, Strobel e Hansen realizaram o
experimento a temperatura de 18°C, seguindo as condi¢cdes climaticas do hemisfério
norte, enquanto o experimento deste trabalho foi realizado a 25°C, por refletir as
condic¢des de clima tropical.

Quanto aos tempos de meia vida obtidos, nota-se uma diferenca de até 100%
entre os solos, por exemplo de 5 dias, para a AFB1 no solo de Lavras para 10 dias
no solo de Corbélia. Essa variacdo mostra o qudo complexo e variavel pode ser a
degradagdo dessas micotoxinas no ambiente, uma vez que apresentam valores
muito diferentes, nas mesmas condi¢cdes experimentais, e com solos que também
nao possuem grandes diferencas em suas propriedades. Uma justificativa para essa
diferenca, pode ser devido a diferenca no tipo de microrganismo presente nos solos,
uma vez que foi determinada apenas a massa total de microrganismo e ndo sua
caracterizacdo. Possivelmente, determinadas cepas tenham maior poder de
degradacédo destas substancias do que outras.

Ao compararmos os tempos de meia vida obtidos para a AFB1 (de 5 a 10
dias) e para ZEA (de 1 a 3 dias) com os tempos de meia vida de trés pesticidas, 0s
quais foram encontrados para um solo argiloso, e em condi¢des de clima tropical, 80
dias para diuron, 84 dias para hexadiona e 128 dias para tebutiurom, nota-se que os
valores encontrados para este trabalho aparentemente demonstram um menor
potencial de impacto ambiental para essas micotoxinas, quando comparadas a estes
pesticidas (LOURENCETTI; MARCHI; RIBEIRO, 2012).

Por outro lado, como exposto no item 1.1.1, o principal metabdlito da AFB1, a
AFM1 também apresenta propriedades carcinogénicas, enquanto os metabdlitos da
ZEA (0-ZOL e B-ZOL) possuem caracteristicas de alteradores endocrinos (item
1.1.2), mostrando que, embora o tempo de meia vida das micotoxinas seja curto,
ndo se tem informacdes sobre o processo de degradacdo dos metabdlitos, o que
pode ser preocupante, uma vez que ha um aporte continuo dessas substancias

relacionadas a excreta de humanos e animais. Também € importante ressaltar que
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os efeitos das micotoxinas e metabdlitos, de forma combinada ainda séo
desconhecidos.

Além dos metabdlitos, também deve-se considerar a presenca dos produtos
de degradacdo dessas substancias, uma vez que durante as reacdes de
decomposicdo, subprodutos desconhecidos e possivelmente nocivos podem ser
criados (HARKAI et al., 2016).

5.7 Estudo de sorcao e de dessorcdo das micotoxinas em solo
5.7.1 Estudo preliminar 1 - Escolha do filtro de seringa

O experimento foi realizado conforme descrito no item 4.10.1 e os valores das
areas obtidos para cada tipo de filtro, e analito, foram comparados com os valores do
tratamento 1, no qual as solucbes ndo foram filtradas, obtendo assim, os valores de
recuperacdes (%rec). Ja o coeficiente de variacdo (CV) foi encontrado entre as
replicadas (n=5) de cada tratamento. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela
21.

Tabela 21 - Valores percentuais de recuperacao e coeficiente de variacdo para os analitos
com diferentes filtros (n=5).

PVDF PTFE PA CR
Analito
% rec %CV % rec %CV % rec %CV %rec %CV
AFB1 62 33 100 1 79 32 96 4
ZEA 5 62 94 3 13 77 78 21

Legenda: Nylon (Poliamida - PA); Politetrafluoroetileno (PFTE); Difluoreto de polivinilideno (PVDF);
Celulose Regenerada (CR)
Fonte: elaborada pelo autor.

Como pode ser observado na Tabela 21, os melhores resultados foram
obtidos com os filtros de PTFE, que além de apresentarem melhor recuperacédo, ou
seja, menor retencdo no filtro para os dois analitos, também apresentaram o menor
coeficiente de variacdo, o que indica maior repetibilidade dos resultados. Para a
ZEA, por exemplo, mesmo que aproximadamente 6% do analito fique retido no filtro,

esta quantidade sera praticamente constante, ndo havendo problema na
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repetibilidade dos experimentos de sor¢cado/dessorgéo, 0s quais possuem uma etapa

de filtracdo da solucdo de CacCl, 0,01M.

5.7.2 Estudo Preliminar 2 - Avaliacdo da resposta cromatogréafica em solucéo

de CaCl; 0,01M

7

Como o estudo de sorcao/dessorcédo é realizado em solucdo de cloreto de

calcio 0,01M, avaliou-se, como em um estudo de efeito matriz, a influéncia desse

meio na resposta cromatogréfica. Este estudo foi realizado conforme descrito no

item 4.10.2. Os resultados estdo expostos na Tabela 22 e representados nas curvas

da Figura 21.

Tabela 22 - Comparacgdo entre as curvas analiticas dos analitos em etanol e cloreto de calcio

0,01M.
NUmero de
0,
. Coef Coef 2 pontos Teste de Pondera- /0
Analito  Solvente . R X homocedas- Efeito
Angular Linear andmalos . do? )
. ticidade Matriz
removidos
EOH 1073 26,75 o9 0 tcalc =-1,47 NET
99 terit=2.31
AFB1 -12
CaCl 949 822 9 1 teale=-232 g N2
2 ! ' 87 terit = 2,36 I
EtOH 342  -7,16 %’3 2 t‘t:sr'; - ;;572 N&o
ZEA 0,9 tcalc_— 1 34 "o
CacCl, 3,22 -21,27 99 1 tcrit = 2.45 Nao

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 21 - Curvas analiticas em etanol e Cloreto de
célcio 0,01M para AFB1 e ZEA.
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Conforme observado na Tabela 22, existe efeito matriz de -12% na resposta
cromatografica da AFB1, e de -5% para a ZEA. A partir das curvas analiticas (Figura
21) pode-se notar uma tendéncia a um aumento na diferenca entre as curvas, em
concentragbes maiores. Como o tratamento estatistico realizado para as
construcdes das curvas é criterioso, faz-se necessario, a fim de manter a relevancia
estatistica do trabalho, a utilizacdo do mais fidedigno meio de calibracéo e, portanto
para as duas substancias foram utilizadas as curvas em CaCl, 0,01M na
quantificacdo das amostras obtidas no estudo de sorgcéo/dessorcdo e também nos

estudos das isotermas.
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5.7.3 Estabilidade do analito

Tanto a estabilidade dos analitos, quanto a verificacdo de que ndo ha
adsorcdo dos mesmos, nos frascos dos experimentos, pode ser confirmada pelo
grupo controle do estudo de sorcdo (Figura 7). Onde os frascos contendo as
micotoxinas em solucéo de cloreto de calcio 0,01M sdo mantidas nas condi¢fes do
estudo por um periodo de 250 horas, sendo realizadas 10 leituras durante esse

intervalo. A Figura 22 apresenta os resultados obtidos em fungdo do tempo de
leitura.

Figura 22 - Concentragcdo em fungdo do tempo para cada um dos
analitos durante o experimento de sorcao.
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Como pode ser observado, as concentragbes obtidas no estudo que foi
desenvolvido durante 251 horas foram muito similares. O grupo controle da AFB1
apresentou um coeficiente de variacao de 4%, enquanto que a ZEA o valor obtido foi
de 1%. Estes valores indicam a estabilidade dos dois analitos neste periodo, assim
como evidenciam que néo ocorre a sor¢géo de ambos nos frascos dos experimentos.
Podendo-se inferir que ndo havera este tipo de problema nos estudos de sor¢cdo nos
solos.

5.7.4 Determinacdo do tempo de equilibrio, balanco de massa e da razéao
solo/solucéo

A porcentagem de sorcéo (Equacédo 18) foi calculada para cada tempo, com
base no valor da concentracdo inicial e na concentracdo determinada no momento
da amostragem e representada graficamente em funcdo do tempo conforme
apresentado nas Figuras 23 (AFB1) e 24 (ZEA) nos trés solos (Araraquara, Corbélia
e Lavras)

Figura 23 - Cinética de sorcao para a AFB1 nos solos de Araraquara (vermelho), Corbélia
(azul) e Lavras (verde).
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Figura 24 - Grafico da cinética de sorcao para a ZEA nos solos de Araraquara
(vermelho), Corbélia (azul) e Lavras (verde).
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Observou-se que ha um aumento constante nas porcentagens de sorcao para
os dois analitos, nos trés tipos de solo testados. Porém, nota-se também que existe
um rapido aumento na % de sorcdo até o tempo de 48 horas, e apartir de entéo,
ainda ocorre a sorgao, porém de maneira mais lenta. O guia 106 da OECD trata
essa falta de patamar como uma dificuldade para a realizacdo do teste, uma vez que
pode ser devido a degradacao dos analitos, ou até mesmo devido a um processo de
difusdo lenta (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2000). Quanto ao processo de degradacdo, o0 mesmo guia
aconselha a refazer o teste em solo esterilizado, mas, uma vez que os estudos sao
realizados para entender a dindmica dessas micotoxinas no ambiente, a utilizagéo
de solo esterilizado n&o é interessante para este trabalho.

Uma maneira de resolver este dilema € a realizagcdo de um experimento de
balanco de massa, onde escolheu-se o solo com o menor tempo de meia vida para
os dois analitos (solo de Lavras, conforme exposto na Tabela 20) e realizou-se um

estudo conforme descrito no item 4.10.3.2. O prop0osito deste estudo, foi encontrar o
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tempo maximo em que o experimento de sorcdo pode ocorrer, sem haver a
degradacédo dos analitos. Para isso, realiza-se um novo experimento, onde a cada
intervalo de tempo sdo analisadas as duas fases, o0 solo (por meio de uma extracao,
fluxograma da Figura 6) e a fase aquosa. E a soma das massas dos analitos
encontradas nas duas fases (solo + fase aquosa) é comparada com o valor das
massas nos grupos controles, para cada leitura. Com os valores das médias e dos
desvios, foram realizados os calculos (Equagbes 22 e 23, péagina 59), cujos

resultados encontram-se na Tabela 23.

Tabela 23 - Resultados obtidos no estudo de conservacdo de massa, para AFB1 e ZEA.

Tempo (horas) Ttabelado (N1 + N2— 2; 95% confianga) = 2,776*
AFB1 ZEA
Tcalculado Hé— Tcalculado Hé
conservacgéo conservacéo
de massa? de massa?
0 1,243 Sim 2,428 Sim
24 2,103 Sim 0,630 Sim
48 1,084 Sim 0,152 Sim
72 0,876 Sim 2,856 Nao
96 3,511 Nao 3,548 Nao

* n; € 0 nimero de medidas do grupo 1; n, € o nimero de medidas do grupo 2
Fonte: elaborada pelo autor.

Para o tempo de 0, 24 e 48 horas houve conservacdo da massa para as duas
micotoxinas, porém na leitura realizada apés 72 horas, ja foi possivel observar uma
perda de massa significativa da ZEA. E para a leitura realizada no tempo de 96
horas, o balanco de massa nao foi positivo para nenhum dos analitos.

De acordo com esses resultados, optou-se por realizar o estudo de sor¢ao por
48 horas, para garantir que toda a massa perdida na fase aguosa estaria adsorvida
no solo. Apds esse periodo, o decréscimo na concentragdo das micotoxinas, em
solucéo, poderia também, ser proveniente de degradacao.

Apos a escolha do tempo de equilibrio, voltou-se para o primeiro estudo de
sorcao (preliminar) para calcular os valores de % de sorcdo (Equacédo 18) e Ky
(Equacgéo 19), expostos na Tabela 24, necessarios para encontrar a melhor razao
solo/solucéo para o estudo.
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Tabela 24 - Valores de sorcao e Kd para cada analito, nos trés tipos de solo.

Analitos Solo Araraquara Solo Corbélia Solo Lavras

% sorcdo Kg(cm®*g?) %sorcdo Kg(cm®*g?) %sorcdo Kg(cm*g?)
AFB1 76 15 79 17 70 11
ZEA 61 7 70 11 66 9

Fonte: elaborada pelo autor.

Para a AFB1 a média dos valores encontrados para os coeficientes de sorcao
(Kq) obtidos para os trés tipos de solo foi de 14 cm® g* e a sorcéo foi 75%. Ja para a
ZEA, o valor médio encontrado para Kd foi de 9 cm® g™ e a sorcdo de 66%. A Figura
25 apresenta o gréafico de correlacdo entre Kd e razdo massa de solo/volume de
solugcédo utilizado para a escolha da razdo solo/solugcéo. As linhas em vermelho
apresentam os valores obtidos para a AFB1, enquanto as linhas azuis apresentam

os valores obtidos para a ZEA.

Figura 25 - Correlagéo entre Kd e razdo massa de solo/volume de solucdo Em
destaque a interpolacdo de dados para escolha da melhor raz&do solo/solucéo para
AFB1 (vermelho) e ZEA (azul). A 75 e 66 % de sorc¢éo, respectivamente.
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Fonte: modificado de Teste 106 do Guia da Organisation for Economic Co-Operation and
Develompent (2000).
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A intersecc¢do entre os valores de Kd e % sor¢cdo mostram que a razdo 1/5 é a
melhor op¢ao para os dois analitos, podendo assim, seguir 0s experimentos com 5 g

de solo e 25 mL de solucéo.

5.7.5 Cinética de Sorcéao

As curvas de sor¢cdo em funcdo do tempo (cinética de sor¢do) sao
construidas, calculando-se a porcentagem de sor¢éo a cada leitura (0; 6;12; 24; 36 e
48h), os calculos simplificados estao descritos no item 4.10. De forma detalhada, os
calculos foram realizados conforme descrito no Guia 106 OECD, para o método
realizado em sequéncia (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2000).

Esta abordagem foi de grande relevancia ao estudo, pois fornece informacdes
sobre o comportamento de sorcdo em intervalos pequenos de tempo, o que pode
complementar os resultados obtidos com as isotermas. Nenhum estudo anterior,
disponivel na literatura, para as micotoxinas AFB1 e ZEA apresentou esta avaliacéo.

A Tabela 25 apresenta os valores obtidos para a sor¢céao (%) encontradas no
equilibrio, para o estudo em mistura e individual, os graficos que representam a
cinética de sorgcdo para cada experimento estdo apresentados na Figura 26 para a
AFB1, e na Figura 27 para ZEA.

Tabela 25 - Valores de sor¢do (%) para cada analito, nos estudos
individuais e em mistura, para os trés tipos de solo (n=2).

AFB1 (%) ZEA (%)
Solo Mistura Individual Mistura Individual
Araragquara 60 42 63 41
Corbélia 75 67 67 57
Lavras 86 72 82 72

Fonte: elaborada pelo autor
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Figura 26 - Cinética de sorcdo para AFB1 nos trés tipos de
solo, em mistura e individual.
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Figura 27 - Cinética de sorcdo para ZEA nos trés tipos de solo, em
mistura e individual.
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Fonte: elaborada pelo autor

De forma geral, observa-se pelo exposto nas Figuras 24 e 25 que, para todos
0s experimentos, ha uma fase inicial, de rapida sorcdo (até 12 horas), na qual os
sitios mais acessiveis do solo sdo rapidamente ocupados, seguida de uma etapa
mais lenta, fazendo com que as micotoxinas permanecam por mais tempo na
solucdo. Esse efeito pode ser negativo em nivel ambiental, uma vez que, enquanto
os estudos de degradacao em solo apresentaram tempo de meia vida relativamente
rapidos, os experimentos de estabilidade do analito realizados em solucdo (nas

mesmas condi¢cdes de temperatura) apontaram que nao ha nenhuma evidéncia de
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degradacdo das micotoxinas na solucdo, em um periodo de aproximadamente 10
dias, como mostrado no item 5.7.3. Além do que, estando na fase aquosa estas
substancias estdo disponiveis para serem dispersas para outros compartimentos
ambientais, como agua superficial e subterranea.

Para compreenséo dos resultados obtidos, os mesmos foram discutidos sob
dois pontos de vista distintos: 1) comparando-se os resultados por tipo de solo
avaliado; 2) comparando-se o0s resultados dos estudos com as micotoxinas

individuais e em mistura.

1) Comparando-se os tipos de solos analisados

De acordo com os dados da Tabela 25, e também por meio do teste T
Student para um intervalo de confianca de 95%, pode-se observar padrdes
semelhantes de sorcao para as duas micotoxinas, com relacao aos solos analisados,
tanto para o estudo individual, quanto para o experimento em mistura.

Para a AFB1 todos os valores obtidos, quando comparados os tipos de solo
encontrados, sdo diferentes estatisticamente, onde em ordem crescente de sorcao:
Araragquara<Corbélia<Lavras.

Para a ZEA, os valores encontrados de sorcdo (%) para os solos de
Araraquara e Corbélia ndo apresentam diferenca significativa, devido aos maiores
desvios observados entre as replicatas dos experimentos. Mas, diferem
estatisticamente com o solo de Lavras. Portanto, em ordem crescente de sorcao

tém-se: Araraquara=Corbélia<Lavras.

2) Comparando-se os resultados dos estudos com as micotoxinas individuais e em
mistura

De acordo com os valores de sorcéo obtidos (Tabela 25) e os resultados do
teste T Student para um intervalo de confianca de 95%, pode-se observar que
também existe 0 mesmo padrdo de sor¢do para as duas micotoxinas, com relacéo
ao tipo de estudo. Em que, para os solos de Araraquara e Lavras, 0 estudo em
mistura apresentou um valor de sor¢cdo mais elevado, quando comparado com o
estudo individual. J& para o solo de Corbélia, ndo houve diferenca estatistica entre

os resultados de sor¢éao dos dois estudos.
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Outra caracteristica importante é o qudo semelhante sdo os valores obtidos
para as duas micotoxinas, nos diferentes solos e tratamentos, o que pode nos
indicar, que nessa faixa de concentracdo avaliada, 0os processos de sorcao, para
ambas, sdo semelhantes. Porém, conforme exposto anteriormente, o estudo da
cinética de sor¢cao nos mostra o perfil da sorcdo (em apenas uma concentracao). Os
estudos das Isotermas sdao mais precisos quanto aos dados de sorcao, por
avaliarem diferentes concentragbes, por este motivo as relagbes entre as
caracteristicas do solo e seus efeitos na sorcdo das micotoxinas serdo avaliadas

apos o estudo das isotermas.

5.7.6 Cinética de dessorcao

As curvas de dessorcdo em funcdo do tempo (cinética de dessorcédo) sao
construidas, calculando-se a porcentagem de dessorcéo a cada leitura (6;12; 24; 36
e 48h), os célculos simplificados estao descritos no item 4.10. De forma detalhada,
os célculos foram realizados conforme descrito no Guia 106 OECD, para o método
realizado em sequéncia (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2000).

A Tabela 26 apresenta os valores obtidos para a dessorcao (%) encontradas
no equilibrio, para o estudo em mistura e individual, os gréaficos que representam a
cinética de dessorcdo para cada experimento esta disposto na Figura 28 para a
AFB1, e na Figura 29 para ZEA.

Tabela 26 - Valores de dessorcdo (%) para cada analito, nos estudos
individuais e em mistura, para os trés tipos de solo

AFB1 ZEA
Solo Mistura Individual Mistura Individual
Araragquara 6 0,1 4 2
Corbélia 1,5 NC 0,04 1,6
Lavras 2 NC 0,9 15

NC: néo calculado, pois os valores de concentracdo obtidos nos experimentos
estavam abaixo do limite de quantificacdo instrumental (LQ=5ng mL'l).
Fonte: elaborada pelo autor
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Figura 28 - Cinética de dessorcédo para AFB1 nos trés tipos de
solo, em mistura e individual.
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Figura 29 — Cinética de dessor¢cdo para ZEA nos trés tipos de
solo, em mistura e individual.
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Fonte: elaborada pelo autor

De forma geral, de acordo com os graficos apresentados nas Figuras 26 e 27,
observa-se que ha um aumento gradual na porcentagem de dessorcao para as duas
micotoxinas, nos dois estudos e trés tipos de solo, porém chegando a valores de no
méaximo 6 % (para AFB1, em mistura, no solo de Araraquara). E importante ressaltar,
que nos estudos de conservacdo de massa, observou-se que para a AFB1, ha
conservagcao até 72 horas, e para a ZEA até 48 horas. Como o experimento de
dessorcéo é realizado apos o de sor¢cao, pode-se inferir, que durante o estudo de
dessorcéo, pode estar havendo, além da dessorcéo, a degradacdo dos mesmos.
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Seguindo o mesmo método de analise apresentado no estudo de sorcao, os
resultados obtidos foram discutidos sob dois pontos de vista distintos: 1)
comparando-se o0s resultados por tipo de solo avaliado; 2) comparando-se 0s

resultados dos estudos com as micotoxinas individuais e em mistura.

1) Comparando-se os tipos de solo analisados

Quanto aos testes estatisticos realizados, pode-se afirmar que ndo ha
diferenca significativa para os trés tipos de solo no estudo individual para ZEA,
enquanto que, para o estudo em mistura, todos os valores foram considerados
diferentes (Corbélia<Lavras<Araraquara).

Ja para a AFB1, nédo foi possivel quantificar as concentracdes obtidas no
estudo individual para os solos de Corbélia e Lavras, e quanto ao estudo em
mistura, todos o0s solos apresentaram valores de dessorcdo considerados,

estatisticamente, diferentes (Corbélia<Lavras<Araraquara).

2) Comparando-se o0s resultados dos estudos com as micotoxinas individuais e em
mistura

Com relacdo ao tipo de estudo, para a AFB1 foi possivel, apenas, a
comparacao do solo de Araraquara, onde o estudo de dessorcao realizado em
mistura apresentou valor muito superior, quando comparado ao individual. Para a
ZEA, no solo de Araraquara foi observado o mesmo comportamento (maior
dessorcdo para o estudo em mistura). Porém, para os demais solos (Corbélia e
Lavras) ndo houve diferenca significativa.

5.7.8 Isotermas de sorcéao

As isotermas possuem um papel importante na elucidagdo do comportamento
das substéncias no ambiente. Esses dados podem contribuir com a estimativa de
riscos apresentados por tais compostos e avaliar a influéncia da concentracdo na
extensdo da sorcao (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2000). A avaliagdo dos processos de sorcdo, em diferentes
concentracdes, podem apresentar valores mais fidedignos de sorcéo (%) e tambéem
fornecer os valores dos coeficientes de sorgéo, dos diferentes modelos matematicos
avaliados. O experimento foi realizado conforme descrito no fluxograma da Figura

10, nas concentracdes apresentadas na Tabela 7.
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Para a construgdo das isotermas, foram utlizadas as concentragdes
encontradas, no tempo de equilibrio (48 horas) da fase aquosa (Ce, pg cm™). Os
valores obtidos, com o0s respectivos coeficientes de variagdo (n=2) estédo

apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 - Concentracfes dos analitos na fase aquosa dos experimentos, ao atingirem o
equilibrio (48horas).

Micotoxina Estudo Solo Concentracéo, ug L™ e (CV, %)
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5
AFB1 Mistura Araraquara 75(5) 183(4) 291(4) 480(15) 532(7)
Corbélia 66(19) 197(20) 177(5) 286(3) 380(5)
Lavras 50(9) 114(11) 210(23) 231(8) 235(7)
Individual Araraquara 75(5) 260(1) 394(4) 648(1) 979(6)
Corbélia 81(20) 200(3) 319(13) 419(5) 816(3)
Lavras 45(8) 123(4)  254(12) 321(13) 567(18)
ZEA Mistura Araraquara 78(3) 205(4) 349(6) 525(14) 633(8)
Corbélia 75(19) 182(24) 212(4) 344(3) 361(5)
Lavras 43(22) 104(16) 242(22) 267(9) 283(26)
Individual Araraquara 51(2) 187(1) 322(16) 386(4) 607(4)
Corbélia 53(15) 178(20) 249(12) 434(1) 347(12)
Lavras 54(4) 151(22) 181(3) 288(5) 331(5)

Fonte: elaborada pelo autor

A partir dos dados da Tabela 27, foram calculadas as concentracdes (no
equilibrio) das substancias sorvidas no solo (Qe, ug g™), que posteriormente foram
utilizadas para construir as Isotermas, nos trés modelos avaliados: Linear, Langmuir
e Freundlich, apresentadas nas Figuras 30, 31 e 32, respectivamente. Os
parametros encontrados para cada modelo, calculados conforme descrito no item

4.12, estao dispostos na Tabela 28.
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Figura 30 - Aplicacdo do modelo de isoterma Linear, para AFB1 e ZEA, nos diferentes
solos, em mistura e individualmente.
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Figura 31 - Aplicacdo do modelo de isoterma de Langmuir, para AFB1 e ZEA, nos diferentes

solos, em mistura e individualmente.
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Figura 32 - Aplicacdo do modelo de isoterma de
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Freundlich, para AFB1 e ZEA, nos

diferentes solos, em mistura e individualmente.
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Tabela 28 - Dados de sorcao obtidos pelas isotermas lineares, Langmuir e Freundlich para as micotoxinas individuais e em mistura, nos trés

solos
Linear Langmuir Freundlich
Micotoxina Ensaio Solo ) Kg Koc ) Qo b Co R? K, * .
cm®g™) (cm®g?) (Mg g™) (cm®g™) (ug cm™)
Araraquara 0,64 1,59 61,11 0,99 18,92 0,14 0,11 098 090 2,23 112
Individual  Corbélia 0,83 4,50 576,56 0,98 -11,50 -0,50 0,17 1,09 093 6,16 1,05
Lavras 0,93 6,69 689,27 0,99 -7,10 -0,93 0,10 1,11 0,97 8,20 0,98
AFBL Araraquara 0,94 4,03 154,43 0,98 -3,10 -0,97 0,12 1,13 0,97 480 0,90
Mistura Corbélia 0,85 10,20 1308,19 0,91 -2,74 -1,39 0,12 1,19 0,92 17,02 0,66
Lavras 0,98 14,70 1515,72 0,99 -1,26 -3,25 0,10 1,46 1,00 29,86 0,62
Araraquara 0,93 0,84 32,29 096 0,72 2,68 0,07 08 097 081 131
Individual  Corbélia 0,87 3,85 493,87 0,78 1,71 1,57 0,08 089 082 299 0,88
Lavras 0,76 8,51 876,90 0,91 -3,02 -0,98 0,09 1,0 0,86 10,47 0,67
ZEA Araraquara 0,90 1,46 55,76 0,88 0,90 1,90 0,10 0,84 088 1,07 1,06
Mistura Corbélia 0,92 8,42 1079,23 0,98 -0,48 -2,64 0,10 1,35 09 17,61 0,51
Lavras 0,98 6,55 675,23 0,98 -3,63 -1,41 0,09 1,14 097 7,69 0,93

17 n)

(Mg g7) (cm’g)
Fonte: elaborada pelo autor.
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Os valores dos coeficientes de correlacdo variaram de 0,64 a 0,98 para as
Isotermas Lineares, 0,78 a 0,99 para as isotermas de Langmuir, e 0,86 a 1,00 para
as isotermas de Freundlich. Porém, o modelo de Langmuir apresentou valores
negativos da constante de Langmuir (b) para a maioria dos ensaios, 0 que torna o
modelo inadequado, mostrando que o comportamento do processo de sor¢do nao
segue as proposi¢cées nas quais o modelo de Langmuir é baseado (FUNGARO E
BRUNO, 2009). Nesse sentido, o modelo de Freundlich é o mais adequado para
explicar os dados obtidos experimentalmente. Mas ressalta-se que o modelo linear
também apresentou boa correlacéo, e é importante pois fornece os valores de K.

Quanto aos componentes do solo, que podem afetar nos processos de
sorcao, destacam-se 0s minerais, tipicamente presentes na fracdo argilosa do solo,
que possuem a habilidade de adsorver compostos organicos e inorganicos
(VASSILIS et al., 2016). Além disso, a matéria organica possui diversos sitios que
também sdo capazes de adsorver esses compostos. A capacidade de troca catibnica
também é um indicativo para interac6es entre matéria inorganica carregada e
compostos organicos ionizados (TOLLS, 2001).

Para uma maior compreensdo do processo de sorcdo, foram plotados 4
graficos utilizando os valores de Kf obtidos, a fim de compararmos os tipos de solo
(Figura 33) e os tratamentos utilizados (mistura ou individual — Figura 34).
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Figura 33 - Comparacéo dos coeficientes (Kf) obtidos
para os diferentes tipos de solo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Para moléculas de baixa polaridade, e nao idnicas, a interacdo composto/solo
ocorre principalmente por interacées hidrofébicas, principalmente na matéria
organica do solo (ZANG et al.,, 2014). Portanto, os coeficientes de sorgdo sao
proporcionais ao teor de matéria organica do solo. Para 0os compostos organicos
polares, no entanto, interacbes composto/solo sdo mais complexas e ocorrem tanto
na matéria organica, quanto na fracdo mineral do solo, onde podem ocorrer
interacbes polares, como ligacdo de hidrogénio, ou transferéncia de cargas, que
podem afetar de diferentes maneiras o processo de sorgéo (ZANG et al., 2014).

Pode-se observar que, para as duas micotoxinas, em mistura ou individual, os
menores valores foram encontrados para o solo de Araraquara, o que € justificado
pelos menores valores de argila e matéria organica (Tabela 13, pagina 78),
mostrando que as principais interagdes solo/micotoxina sao as hidrofobicas. Quanto

aos solos de Corbélia e Lavras, esperava-se uma maior sor¢ao no solo de Corbélia,
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que apresenta 0os maiores valores de argila, silte e matéria organica, porém, essa
situacao foi observada apenas para a ZEA em mistura.

Ao observarmos o0s principais parametros que pudessem influenciar na
diferenca de Kf observada entre os solos de Corbélia e Lavras, onde Corbélia
apresentou menores coeficientes, mesmo apresentando maiores valores de matéria
organica, argila e silte, pode-se inferir que o tipo de matéria organica, a qual nao foi
caracterizada, pode ser a responsavel pelo desvio observado.

Figura 34 - Comparacéo dos coeficientes (Kf) obtidos
para os diferentes estudos: individual ou mistura.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Para a AFB1, observa-se, claramente, o aumento dos valores das constantes
para o estudo realizado em mistura. Quanto as observacdes para a ZEA, verifica-se
gue ao compararmos o tipo do estudo, apenas para o solo de Lavras a constante Kf

foi menor para o estudo em mistura.



118

Quanto aos estudos em mistura, de forma geral (apenas com uma excegao)
observou-se que presenca de uma segunda micotoxina auxilia no processo de

sor¢ao, ocorrendo possivelmente um efeito sinérgico.

5.7.9 Isotermas de dessorgéo

As isotermas de dessorcdo sdo utilizadas para investigar se um composto é
reversivelmente ou irreversivelmente sorvido no solo. Essa informacdo é
extremamente importante uma vez que 0 processo de dessorcdo também
desempenha um papel fundamental no comportamento da substancia no ambiente.
O experimento foi realizado conforme descrito no fluxograma da Figura 10, nas
concentracOes apresentadas na Tabela 7.

Para a construcdo das isotermas, foram utilizadas as concentracdes
encontradas, no tempo de equilibrio (48 horas) da fase aquosa (Ce, pug cm™®). Os
valores obtidos, com o0s respectivos coeficientes de variagcdo (n=2) estédo
apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 - Concentragfes dos analitos na fase aguosa dos experimentos de dessor¢éo, ao
atingirem o equilibrio (48horas).

Concentracéo (ug L™, CV (%)

Micotoxina  Estudo Solo Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5
Araraquara <LQ <LQ 17(14) 34(23) 78(9)
Individual Corbélia <LQ <LQ <LQ 25(33) 35(28)
AFB1 Lavras <LQ <LQ 17(25) 26(15) 30(39)
Araraquara 10(10) 21(1) 39(4) 47(4) 58(1)
Mistura Corbélia <LQ 8(12) 19(4) 21(20) 16(23)
Lavras 9(3) 14(6) 27(8) 22(19) 28(7)
Araraquara <LD 18(8) 39(3) 38(10) 66(1)
Individual Corbélia 16(3) 20(18) 22(4) 39(6) 40(8)
JEA Lavras <LD 16(5)  27(45) 19(17)  15(5)
Araraquara <LD 13(26) 19(5) 21(15) 29(21)
Mistura Corbélia <LD 8(13) 14(8) 12(19) 13(6)
Lavras <LD <LD <LD 9(11) <LD

LQ=5ng mL™; LD AFB1 = 3,6ng mL™"; LD ZEA = 6,86ng mL™"
Fonte: elaborada pelo autor.



119

Pode-se notar que, para a maioria dos experimentos, ndo foi possivel
quantificar as concentragcfes presentes nos primeiros niveis. Para os experimentos
com pelo menos trés concentracdes quantificaveis, foram realizados os calculos
para encontrar os melhores modelos de isotermas.

A partir dos dados da Tabela 29, foram calculadas as concentragdes (no
equilibrio) das substancias dessorvidas no solo (Qe, Hg g'), que posteriormente
foram utilizadas para construir as Isotermas, nos trés modelos avaliados: Linear,
Langmuir e Freundlich. apresentadas no Apéndice A. Os parametros encontrados
para cada modelo, calculados conforme descrito no item 4.12, estdo dispostos na
Tabela 30.
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Tabela 30 - Dados de dessorcao obtidos pelas isotermas lineares, Langmuir e Freundlich para as micotoxinas individuais e em mistura, nos

trés solos
Linear Langmuir Freundlich
Micotoxina  Ensaio Solo ) Kg ) Qo b Co R? K, 0
(cm®g™) (g g™) (ecm®g™®) (ug cm?)
individual Araraquara 0,01 -0,81 0,14 1,82 327,91 0,11 0,03 0,02 1,87 29,15
Lavras 0,96 137,22 0,98 -202,06 -0,62 0,10 1,07 0,97 148,79 0,96
AFB1 Araraquara 1,00 43,45 0,97 -1,51 -12,83 0,12 -1,85 0,98 113,10 0,75
Mistura Corbélia 0,50 144,15 0,85 4,62 44,15 0,12 0,16 0,65 155,82 0,99
Lavras 0,81 134,53 0,93 -0,63 -34,34 0,10 -0,43 0,92 5306,54 0,49
Araraquara 0,74 5,62 0,94 1,78 6,52 0,07 0,69 0,86 3,92 1,35
Individual Corbélia 0,67 55,97 0,54 -0,02 -30,81 0,08 -0,68 0,68 477696.00 0,26
ZEA Lavras 0,21 -91,12 0,00 0,79 -2232,50 0,09 -0,01 0,06 0,04 -1,16
_ Araraquara 0,89 58,26 0,91 -0,50 -25,08 0,10 -0,65 0,88 1311,28 0,50
Mistura Corbélia 0,24 159,60 0,67 -1,88 -36,56 0,10 -0,39 0,44 1261,26 0,66

17 n)

(Mg g™) (em’g?)
Fonte: elaborada pelo autor.
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Quanto aos modelos das Isotermas, a de Langmuir ndo € adequada para a
representacdo dos dados, uma vez que apresentou, assim como nas isotermas de
sorcao, valores negativos de constantes (b). Quanto aos outros dois modelos, o de
Freundlich apresentou valores mais adequados do coeficiente de correlacdo, porém,
para alguns experimentos, n&o houve nenhum modelo adequado para
representacdo dos dados experimentais. Portanto, dos doze experimentos
realizados, foi possivel encontrar os valores das constantes de dessor¢cao apenas
para os seguintes estudos: AFB1 Individual Lavras, AFB1 Mistura Araraquara e
Lavras, ZEA Individual Araraquara e ZEA Mistura Araraquara.

Como na maioria dos estudos nao foi possivel quantificar todas as
concentragdes, e posteriormente, também n&o foi possivel encontrar um modelo de
isoterma compativel com os dados obtidos, sugere-se que 0s experimentos de
isotermas de sorcao/dessorcdo sejam repetidos, empregando-se, porém niveis
maiores de concentracao.

Porém, mesmo com 0s poucos dados obtidos neste experimento, juntamente
com os valores de porcentagem de dessorcdo mostrados no item 5.7.6, infere-se
gue o processo de sorcdo das micotoxinas AFB1 e ZEA em solo ndo é reversivel,
uma vez que apresentou % dessorcao bem inferiores a 75% (ORGANIZATION FOR
ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2000). E importante ressaltar,
gue a degradacdo dos analitos também pode ter ocasionado grande impacto neste

processo.

5.7.10 Avaliacdo da mobilidade das micotoxinas

Os diferentes métodos utilizados para classificacdo das micotoxinas quanto a
mobilidade, servem para compilar os dados (tempo de meia vida e constante de
sor¢cdo normalizada ao carbono organico) obtidos nos experimentos de sorcéo e
degradacédo e expressar qual o significado que esses valores podem representar
guanto possiveis contaminantes de agua superficial e subterranea. A Tabela 31

apresenta os parametros utilizados e as classificacdes obtidas.



Tabela 31 - Parametros e classificacdo do potencial de mobilidade das micotoxinas.
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) ) TY Koc* Solub Potencial de Potencial de GUS - Potencial de
Micotoxina Solo (dias) (cm®g?) (ug mLY) DSPRU transporte transporte lixiviaco
g Hg associado ao dissolvido em ¢
sedimento agua
M r men .

AFB1  Araraquara 7 154,43  10-30" Odemagvzl ente Baixo Alto 1,5 - nulo
Corbélia 10 130819 10-30*  -'geramente Médio Médio 0.9 - nulo

movel
Lavras 5 151572 10-30  -lgerramente Médio Médio 0.6 - nulo

movel
ZEA Araraquara 2 55,76 20° Movel Baixo Alto 0.7 - nulo
Corbélia 3 107923 207 Ligeramente Médio Médio 0.5 - nulo

movel
Lavras 1 67523 207 Ligeiramente Baixo Alto 0.0 - nulo

movel

* Koc utilizado referente aos experimentos em mistura, pois o teste de degradacao, que resultou nos tempos de meia vida, também foi realizado em mistura.

1: AFLATOXINS, 2016; 2: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016b
Fonte: elaborada pelo autor.
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De acordo com o Diretério de Seguranca de Pesticidas do Reino Unido
(DSPRU), a AFB1 foi classificada como moderadamente movel, e a ZEA como
movel para o solo de Araraquara, que possuem 0s menores Koc e ligeiramente
moveis para o0s solos de Corbélia e Lavras. Ja o indice de GUS apresentou valores
<1,8 que indicam que n&o ha chance de ocorrer lixiviagdo. O terceiro método
avaliado, o indice de GOSS mostrou um potencial médio de transporte associado ao
sedimento para as duas micotoxinas no solo de Corbélia, e para a AFB1 em Lavras,
devido aos maiores tempo de meia vida, somados ao elevado Koc. Quanto ao
potencial de transporte dissolvido em agua, receberam a classificacao alta as duas
micotoxinas no solo de Araraquara e ZEA no solo de Lavras, enquanto as demais
foram classificadas como médio.

No geral, cada método apresentou uma classificacdo, e, com excecdo do
indice de GUS, o solo de Araraquara, apresentou maior probabilidade de dispersdo
das micotoxinas.

Interessante verificar que mesmo com tempo de meia vida curto, e 0s solos
utilizados neste trabalho apresentarem elevado teor de argila (0 que levaria a uma
maior sorcdo, e portanto, menor mobilidade das micotoxinas AFB1 e ZEA quando
comparados com solos menos argilosos) ambas foram classificadas (em pelo menos
um dos métodos avaliados) como possivel contaminante de aguas superficiais ou

subterraneas.
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6 CONCLUSOES

O trabalho apresentou um novo conceito no desenvolvimento de método
cromatografico para determinacdo de micotoxinas por CLAE-FLU, utilizando o
solvente etanol como fase movel, diminuindo o impacto ambiental e toxicolégico
gerado, quando comparado aos principais solventes utilizados em cromatografia
liqguida (ACN e MeOH).

Também foi possivel o desenvolvimento e a validacdo de um método de
extracdo baseado em uma modificacdo do método QUEChERS, que apresenta maior
facilidade de execucdo que alguns métodos convencionais. O método apresentou
seletividade, exatiddo e precisao adequados. No processo de validacao
empregaram-se ferramentas estatisticas pouco utilizadas.

Quanto ao estudo de degradacéo, dentre os modelos cinéticos avaliados o
modelo nao linear de Gustafson-Holden apresentou as melhores correlagdes com os
dados experimentais, sendo possivel a determinagdo do tempo de meia vida (DTsp)
onde, tem-se em ordem crescente, para as duas micotoxinas
Lavras<Araraquara<Corbélia. Indicando, que os processos quimicos, como sorcao,
juntamente com os biolégicos (atividade microbiana) interferem no processo de
degradac&o das micotoxinas.

Dos estudos que definiram a cinética de sor¢éo, verificou-se, para todos 0s
experimentos, uma fase inicial, de rapida sorcao (até 12 horas), na qual os sitios
mais acessiveis do solo sdo rapidamente ocupados, seguida de uma etapa mais
lenta, fazendo com que as micotoxinas permanegam por mais tempo na solucgao.
Nessa etapa, verificou-se que os estudos em mistura apresentaram maiores valores
de sorcdo. E quanto ao tipo de solo, tem-se em ordem crescente de sorcdo
Araraquara<Corbélia<Lavras.

Das isotermas avaliadas, a de Freundlich apresentou os melhores
coeficientes de correlagdo. Porém os coeficientes do modelo Linear também foram
satisfatorios, e seus valores de coeficiente de sorcdo normalizados ao teor de
carbono orgéanico do solo sédo imprescindiveis para a avaliacdo dos indices de
mobilidade ambiental (DSPRU, GOSS e GUS). Foram observados os menores K; e
Koc para os estudos realizados no solo de Araraquara, que € 0 que possui menor

teor de matéria organica. Quanto a relacdo dos estudos individuais ou em mistura,
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com apenas uma excegdo, 0S estudos em mistura apresentaram maiores
coeficientes, indicando que na presenca de outra micotoxina, a sor¢ao é favorecida.
Os estudos de cinética de dessorcao apontaram uma dessorcao discreta das
micotoxinas, indicando, a principio, que o0 processo de sor¢cdo nao € reversivel.
Provavelmente, a degradacao das micotoxinas, influenciou nesse processo.
Quanto a avaliagdo da mobilidade das micotoxinas, as diferentes
classificagOes utilizadas apresentaram conclusdes distintas, mas em alguns casos,

constatou-se que ha o risco de dispersédo da AFB1 e ZEA para o ambiente.
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7 PERSPECTIVAS PARA CONTINUIDADE DO ESTUDO

v

Como propostas para continuidade deste estudo elencam-se:

Incluir a avaliacdo dos metabdlitos das micotoxinas;

Avaliar a persisténcia das micotoxinas e seus metabdlitos de forma individual,
Avaliar o comportamento de sor¢cdo das micotoxinas em diversos tipos de
solos brasileiros, ampliando as diferencas nas propriedades quimicas e

bioldgicas dos solos;

Trabalhar com maior nimero de niveis de concentracao para a realizacédo das

isotermas de dessor¢éo, aumentando as concentracdes das micotoxinas;

Realizar estudos de lixiviacdo, para avaliar o potencial de dispersdo das

micotoxinas e seus metabdlitos;

Avaliar como ocorre 0 processo de sinergia que causa o0 aumento da sorcao

das micotoxinas em misturas.
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APENDICE A

Isotermas de dessorcao (Linear, Langmuir e Freundlich) das micotoxinas individuais

e em mistura, para os trés tipos de solo.
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