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Resumo

Em 2001, estimava-se que o uso de pesticida em todo mundo ultrapassava os 2,27
bilhdes de quilogramas, dos quais mais de 35% eram herbicidas. O Brasil é
considerado um dos lideres na producdo da cana-de-agucar e principalmente do
etanol como combustivel. A monocultura da cana-de-agucar exige 0 uso de uma
série de pesticidas, dentre estes, os herbicidas diurom e tebutiurom. Os produtos de
degradagdo mais estudados (DCA e DCPU) sao os provenientes do diurom,
principalmente pelas caracteristicas toxicolégicas deste herbicida que € apontado
como carcinogénico e suspeito de atuar como alterador endécrino em mamiferos.
ApOs a otimizagédo da separagédo cromatografica utilizando HPLC-UV, construiu-se a
curva analitica em solvente e posteriormente na matriz (dgua superficial). O método
de extracdo incluiu o uso de SPE (extragdo em fase sélida)(Strata-X, 200mg / 6 mL),
aplicacao de 1 L de amostra e eluicdo com 5 mL de acetonitrila/metanol (50:50, v/v).
A analise por HPLC/UV foi efetuada em modo gradiente, acetonitrila/agua (70/30-
74/26 até 1 min, 74/26 - 78/22 até 3,2 min, voltando a condigao inicial e nesta
permanecendo até 10 min), coluna C18 (Phenomenex, 4,6 mm de didmetro, 250
mm de comprimento e tamanho de particulas de 5um) e deteccdo a 254 nm.
Realizou-se os testes F e t para verificar a presenca de efeito matriz. Houve efeito
matriz para todos os analitos, variando entre -33% (DCA) e 38% (tebutiurom). Desta
maneira o método foi otimizado e validado para analise de diurom, tebutiurom, DCA
e DCPU em agua superficial, utilizando HPLC/UV. Os dados obtidos indicam que
para garantir a confiabilidade analitica desejada ha necessidade de utilizar a curva
analitica construida na matriz para a quantificagao destes analitos em agua.

Palavras-chave: Tebutiurom. Diurom. Metabdlitos. HPLC/UV. SPE.



Abstract

In 2001, it was estimated that pesticide used worldwide exceeded 2.27 billion
kilograms, over 35%, of which, were herbicides. Brazil is considered one of the
leaders in the production of sugarcane and mainly ethanol as fuel. The monoculture
of sugarcane requires the usage of a range of pesticides, among these, the
herbicides diuron and tebuthiuron. The degradation products most studied (DCA and
DCPU) are diuron's, especially for toxicological characteristics of this herbicide that is
identified as carcinogen and suspected to be endocrine disruptor in mammals. After
optimization of the chromatographic separation using HPLC-UV, the analytical curve
was constructed in solvent and subsequently in the matrix (surface water). The
extraction method contains the usage of SPE (solid phase extraction) (Strata-X, 200
mg/6 mL), applicating 1L of sample and elution with 5 mL of acetonitrile / methanol
(50:50, wv/v). Analysis by HPLC/UV was performed in gradient mode,
acetonitrile/water (70/30-74/26 by 1 min, 74/26 - 78/22 till 3.2 min, returning to initial
conditions and remaining this way until 10 min), C18 column (Phenomenex, 4.6 mm
diameter, 250 mm long and 5um patrticle size) and detection at 254 nm. Tests F and t
were performed to verify the presence of the matrix effect. There was matrix effect to
all analytes, ranging from -33% (DCA) and 38% (tebuthiuron). Thereby the method
was optimized and validated for analysis of diuron, tebuthiuron, and DCPU DCA in
surface water using HPLC/UV. The data obtained show that in order to assure the
analytical reliability desired the use of the analytical curves in the matrix for the
quantification of these analytes in water is required.

Keywords: Tebuthiuron. Diuron. Metabolites. HPLC/UV. SPE.
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1. INTRODUCAO

1.1Historia dos pesticidas

O meio mais adotado para controle de pragas no mundo € o uso de pesticidas
e, no Brasil, um dos maiores produtores de alimentos do mundo, 90% dos
agricultores dependem do uso dos pesticidas, com mais de 673 milhdes de
toneladas de pesticidas aplicados em 2008 (JARDIM; CALDAS, 2012). O uso de
pesticidas na agricultura € de suma importancia para o aumento da qualidade e
quantidade dos produtos. De fato, é utilizado desde os primérdios da agricultura. Ja
0S gregos, chineses e romanos, a trés mil anos atras, conheciam as propriedades do
poé de enxofre no combate a insetos e da capacidade do sal em matar ervas
daninhas. Ha ainda registros do uso de agua com sabao, extratos de pimenta, cal
entre outros, com resultados questionaveis. A descoberta do “Verde de Paris”
(acetoarsenito de cobre) para combater o escaravelho da batata no século XIX é o
primeiro grande marco na historia dos pesticidas sintéticos (SANTOS, 2008; BAIRD,
2002).

Ainda no inicio da Segunda Guerra Mundial, a sele¢ao de inseticidas limitava-
se diversos compostos com arsénico e produtos de origem natural. Foi, na verdade,
o esforgo da guerra que introduziu o conceito de controle quimico das pestes, com o
reconhecimento das propriedades inseticidas dos hidrocarbonetos clorados, dos
quais o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) € o mais conhecido. O DDT foi
sintetizado em 1874 pelo quimico alemao Zeidler onde permaneceu em um frasco
por 65 anos. Somente em 1939 suas propriedades inseticidas foram descobertas,
por Paul Muller, devido o DDT possuir alta estabilidade, as suas propriedades ainda
estavam ativas (BORGES, 2011; BAIRD, 2002).

Hoje banido devido a seus devastadores efeitos ambientais, o DDT salvou
milhdes de italianos da febre tifdide, também sendo o responsavel pela erradicacao
da malaria na Europa e América do Norte. Tal fato rendeu ao quimico sui¢co Paul
Herman Miller o Prémio Nobel de Medicina em 1948 (BORGES, 2011; BAIRD,
2002).

As descobertas das propriedades inseticidas do DDT influenciaram novas
pesquisas, realizadas a partir de 1940. Depois disso, surgiram novos pesticidas

clorados, tais como metoxiclor, HCH (hexaclociclohexanos) e ciclodienos clorados.



Ja ao final de década de 1940 os organoclorados ja se apresentavam obsoletos,
pois ja existiam insetos resistentes a eles (FRANCO, 2009).

Com o intuito de produzir armas quimicas durante a Segunda Guerra Mundial,
foram descobertas duas grandes classes de inseticidas: os carbamatos e os
organofosfatos. Os organofosfatos ou “gas dos nervos” apresentaram efeitos
devastadores nas tropas e foi uma das mais poderosas armas quimicas da época.
Foi a introducdo maci¢ca desses organofosfatos e carbamatos no mercado que
levaram aos primeiros sinais de preocupacao com relagdo a toxicidade desses
pesticidas (SANTOS, 2008).

Foi na década de 1960 que comegaram a ocorrer movimentos
ambientalistas, os quais denunciaram os problemas relativos as resisténcias
adquiridas por algumas espécies de insetos e os efeitos da bioacumulacdo dos
pesticidas. Mesmo assim, na mesma década, o setor industrial ampliou e consolidou
0 numero de inovag¢des no segmento dos fungicidas, os quais também apresentaram
problemas de resisténcia nos organismos. Langcaram os inseticidas “piretréides”
sintéticos, menos téxicos e mais eficientes. Os herbicidas intensificaram-se em
termos de inovagdo com o langamento dos herbicidas pds-emergentes, que
interferem na acgao fotossintética das ervas daninhas (FRANCO, 2009; PIMENTEL et
al., 2006)

Foi, de fato, no final do século XX que se concentraram esforgos para o
desenvolvimento de novos pesticidas, menos agressivos para o0 homem e o meio
ambiente. Novas areas séo exploradas intensamente para atingir esta meta, entre
elas o controle biolégico, a genética e a prépria produgdo de plantas (SANTOS,
2008).

Alguns desses pesticidas podem ser aplicados diretamente na agua doce
para controlar organismos indesejaveis, no entanto a maioria acaba entrando em
contato com aguas superficiais indiretamente através de deslizamentos de terra,
pulverizagdes, lixiviagdes, etc (VERCRAENE-EAIRMAL et al., 2010).

Segundo o levantamento efetuado pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), a area cultivada com cana-de-agucar que sera colhida e
destinada a atividade sucroalcooleira na safra 2012/13 no Brasil esta estimada em
8.527,8 mil hectares, o que representa um aumento de 2,1% ou 171,7 mil hectares
em relacao a safra passada. (COMPANHIA..., 2012).



1.2Propriedades e efeitos do tebutiurom, diurom e seus produtos de
degradacéo

O diurom (N’-(3,4-diclorofenil)-N,N-dimetiluréia) € um herbicida utilizado no
controle de ervas daninhas e musgos, sendo relativamente persistente no solo, agua
e agua subterranea (FERNANDES et al., 2012). O tebutiurom (N-[5-(1,1-dimetiletil)-
1,3,4-tiadiazol-2-yl]-N,N-dimetilurea) e o diurom sdo alguns dos pesticidas mais
utilizados na monocultura da cana-de-agucar (SOUZA et al., 2008).

Ambos atuam inibindo a fotossintese, interrompendo o transporte de elétrons
e, consequentemente, impedindo a fixacdo do gas carbdnico, limitando a produgao
de adenosina trifosfato (ATP) (BACIGALUPO; MERONI; MERONI, 2007; VAN DAM
et al., 2004).

A tabela 1 apresenta algumas propriedades fisico-quimicas do diurom e

tebutiurom.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do diurom e tebutiurom

Nome Estrutura Propriedades

HaC /”‘HN 0 ", vida no solo = 360 dias
Hac'>""< J\ JJ\ cu, LogKoc=1,90
S N N
HaC | H Kd =0,2-10
CH, Solubilidade* = 2.500 mg/mL
CAS 34014-181

Tebutiurom

Diurom “30\ O C Y vida no solo = 1 a 12 meses
/N4 Log Koc = 2,77
HsC AN c Kd = nao definido

Solubilidade* = 42 mg/mL
CAS 330-54-1

*agua, 25 °C
Fonte: Adaptado de (EXTENTION..., 2011).

Considerando as informagdes dispostas na tabela 1, ambos os pesticidas tém
alto potencial de lixiviagao, além do que o tebutiurom também pode ser considerado
persistente. Os produtos de degradagao ambiental do diurom e do tebutiurom sao
igualmente polares e, portanto soluveis em agua.

O intervalo de degradacao de meia-vida do tebutiurom foi reportado como de

1 a 7 anos(VAN DAM et al., 2004). Para o diurom, existem evidéncias de que este
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possua relativa persisténcia em solo (BACIGALUPO; MERONI; MERONI, 2007,
FERNANDES et al., 2012) agua e agua subterranea (FERNANDES et al., 2012).

A fotélise € uma forma de degradagao do tebutiurom (VAN DAM et al., 2004)
e também do diurom, sendo que este ultimo se degrada também por hidrolise
quando em agua (BACIGALUPO; MERONI, 2007). Na agua, estudos mostram que o
tebutiurom degradou-se apos 15 dias de continua exposi¢céo a luz de uma lampada
ultravioleta. Os metabdlitos da degradagao do tebutiurom, aparentemente, possuem
uma fraca atividade herbicida, ou ainda ndo apresentam tal atividade. (VAN DAM et
al., 2004).

Os valores de Koc médio do tebutiurom estao entre 39 e 22 L/kg (DORNELAS
DE SOUZA et al., 2001), o que indica que este herbicida possui um alto potencial de
lixiviagao, devido ao seu baixo Koc (CERDEIRA et al., 2007), o que ocorre também
com o diurom, que € altamente propenso a lixiviagdo, ja que a literatura apresenta
trabalhos da presenca desse herbicida em aguas subterraneas (RIBEIRO et al.,
2007).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) identificou
oficialmente o diurom como causa de toxicidade no desenvolvimento e/ou
reproducdo (FERNANDES et al., 2012), sendo classificado como o terceiro mais
perigoso pesticida para fontes de aguas subterrdneas, com um limite em &agua
potavel de 10 ug/L (FIELD et al., 1997).

A figura 1 apresenta os principais produtos de degradacao do diurom, sendo a
DCA (3,4-dichloroaniline) considerada o metabdlito mais presente e de mais alta
toxicidade (FERNANDES et al., 2012).
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Figura 1 - Processo de degradagéo do diurom

(0]
il __CH;
a NH—C—N
CH,
Cl Diuron
ﬁ CH
a NH—C—N" ° , ¢ NH,
H s
fal] Cl
N-(3,4-dichlorophenyl)- N-methylurea 4-dichloroaniline
(DCPMU) (DCA)
0
N __H
Cl NH—C—N’
H

Cl
3,4-dichlorophenylurea
(DCPU)

Fonte: (SCRIBNER; THURMAN; ZIMMERMAN, 2000, p. 165).

Embora as propriedades de alteragdo enddcrina desses compostos sejam
ambiguas, o diurom encontra-se na lista dos principais alteradores endocrinos da
Uniao Européia (MARAGOU; THOMAIDIS; KOUPPARIS, 2011). Além disso, estudos
da atividade androgénica e anti-androgénica de varios herbicidas da classe das
fenilureias mostram que o diurom, a DCA e o DCPU sao capazes de interagir com o
receptor andréogeno (MARAGOU; THOMAIDIS; KOUPPARIS, 2011; FERNANDES et
al., 2012).

Alguns dados informam que o tebutiurom tem, geralmente, baixa toxicidade
em peixes, anfibios e invertebrados de climas temperados, com toxicidade aguda no
intervalo de 112 - 300 mg/L e toxicidade crénica com intervalo de niveis NOEL (no
observed effects levels) de, aproximadamente, 10 e 30mg/L (VAN DAM et al., 2004).

Outros estudos da toxicidade do tebutiurom na agua indicam que 7 dias de
exposicao de culturas de microalgas com aproximadamente 6 mg/L de tebutiurom
resultaram na inibicdo de mais de 50% na absorgdo de “C em 9 das 10 espécies
avaliadas, ou seja, essas espécies tiveram sua fotossintese inibida em mais de 50%
(VAN DAM et al., 2004).
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1.3Alguns métodos analiticos dos pesticidas de interesse e seus produtos de
degradacéo

Os varios métodos de analises desses pesticidas tém como foco o diurom e

seus metabdlitos devido a sua capacidade de alteragdo enddcrina. Como o diurom

nao é volatil, a analise por cromatografia gasosa requer que este seja derivado por

acilacdo, metilacdo, hidrolise a sua correspondente anilina ou por pirdlise. Ja a

analise por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia), devidos as condi¢bes de

baixa temperatura, minimiza a decomposicéo térmica do diurom e seus metabdlitos

e, portanto, preserva a forma como o diurom se encontra em amostras ambientais
(FIELD et al., 1997).

A tabela 2 apresenta alguns dos métodos de analise para esses pesticidas:

Tabela 2 - Métodos de analise de pesticidas em algumas matrizes

Referéncia Analito Amostra Método analitico
FIELD et al., 1997 Diurom, DCA, DCPMU e Agua do lengol fre_éltico e agua SPE-HPLC-UV
DCPU superficial
KOLPIN; BARBASH,; Tebutiurom e outros 45 . ”
GILLIOM, 1998 pesticidas agua do lencol freatico SPE-GC-MS

GATIDOU et al., 2005

Diurom e seus metabdlitos

Agua do mar

SPE-HPLC-DAD

LANDRY; DOUSSET;

oryzalin, diurom, DCPMU,

Lixiviado de solo agricola

SPE e HPLC-UV/DAD

ANDREUX, 2006 DCPU e DCA
LOURENCETTI, Diurom, Hexazionona e Solo/solo tratado com vinhaca
MARCHI; RIBEIRO, i . ¢ SPE e HPLC-UV
2008 tebutiurom de cana-de-agucar
MOU; CHEN; ZHI, Diurom, Tebutiurom e Graos de arroz e milho SPE e HPLC-fluorescéncia e
2008 outros 13 herbicidas uv
TOFOLI et al., 2009 Tebutiurom Palha da Cana-de-agucar HPLC-UV/vis, coluna C18
ZAPPAROLI et al., Tebutiurom Solo HPLC

2010

SACK et al., 2011

Diurom, tebutiurom e outros
171 pesticidas

Laranja, cenoura e espinafre

QuEChERS e LC-MS/MS

ZHANG et al., 2011

209 pesticidas, dentre eles

24 commodities agricolas

QuUEChERS e LC-MS/MS

o diurom
gv:g\? G le'g‘%; |soprottériz?(;::1nuron © vegetais verdes e arroz MSPD-CE-ECL
LISSALDE et al., Diurom, DCPU, DCPMU e Agua natural SPE e POCIS, LC-ESI-
2011 outras 30 moléculas 9 MS/MS
TMHACI)QI\';‘I‘AC:’I(E))IUS Irgarol 1051, Diurom e seus Agua marinha, de torneira, LC-ESI-MS/MS e LC-APCI-
’ produtos de degradagdo | sedimento marinho e mexilhdes MS/MS

KOUPPARIS, 2011

JARDIM; CALDAS,
2012

Tebutiurom, diurom e
outros pesticidas

22 frutas, vegetais, arroz e feijao

GC-FPD, GC-ECD, CG-
NPD, GC-MS/MS ou LC-
MS/MS

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Pode-se notar que existe uma grande quantidade de trabalhos envolvendo o
diurom e seus metabdlitos, principalmente pelos indicios de atividades de alteragao
enddcrina apresentadas por eles. No entanto, os trabalhos com tebutiurom sao mais
escassos e antigos do que os trabalhos envolvendo diurom. A maioria dos trabalhos
envolve analise por LC-UV, e LC-MS/MS.

1.4Validacédo Analitica

A validagao busca garantir, por meio de estudos experimentais, que o método
analitico atenda as exigéncias de aplicagdo e apresente resultados confiaveis
(RIBANI et al., 2004; BERNARDES; SOUZA, 2011), de modo que a qualidade dos
resultados obtidos esta diretamente ligado ao processo de validagao (RIBANI et al.,
2004).

Procedimentos de validagdo inadequados podem gerar avaliagdes
equivocadas sobre o uso de um método, com impacto negativo na confiabilidade dos
resultados, que podem levam a decisbes desastrosas e prejuizos financeiros
irreparaveis (RIBANI et al., 2004; BERNARDES; SOUZA, 2011),

A validagao deve ser, antes de tudo, representativa, ou seja, deve estabelecer
um quadro realista, de modo que a faixa de concentragdo e os tipos de amostra
sejam adequados (RIBANI et al., 2004).

Os parametros analiticos (ou figuras de mérito) devem basear-se na intengao
do uso do método, de modo que os experimentos podem ser limitados para o que
realmente € necessario. Por exemplo, um método para um composto majoritario
requer critérios e abordagens de avaliagao diferentes de um método para analise de
tracos (RIBANI et al., 2004).

Os parametros avaliados com mais frequéncia em processos de validacao
analitica incluem os limites de deteccao e quantificacao, a seletividade, a linearidade
ou faixa de trabalho, a precisao e a exatiddao (BERNARDES; SOUZA, 2011; VIEIRA;
LICHTIG, 2004; CASSIANO et al., 2009).

A seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um
método instrumental de separagdo e €& a capacidade de avaliar, de forma
inequivoca, as substancias de interesse na presenga de componentes (por exemplo
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz) que podem interferir

com a sua determinacdo em uma amostra complexa (RIBANI et al., 2004,
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BERNARDES; SOUZA, 2011). A seletividade garante que o pico de resposta seja
exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade ndo for assegurada, a
linearidade, a exatidao e a precisado estardo seriamente comprometidas (RIBANI et
al., 2004; CASSIANO et al., 2009)

A seletividade pode ser avaliada comparando-se a matriz isenta da
substéncia de interesse (amostras brancas) e a matriz adicionada com esta
substancia (padrao), de modo nenhum interferente deve eluir no tempo de retencéo
da substancia de interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos
presentes na amostra (RIBANI et al., 2004; BERNARDES; SOUZA, 2011).

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (RIBANI et al., 2004; BERNARDES; SOUZA, 2011). A
linearidade geralmente se associa a curva analitica e a variagdo de sua inclinagao
(RIBANI et al., 2004; VIEIRA; LICHTIG, 2004).

Para construir as curvas de linearidade (curva analitica) utiliza-se o
procedimento chamado Teste de Huber, como descrito por Valente, Riedo e Augusto
(2003), no qual se descarta dados andmalos. Para isso, € necessario estabelecer
um valor central e, acima e abaixo deste, intervalos de confianga, que definem quais
os dados aceitaveis, ou seja, que pertencem ao intervalo de confianga linear
(VALENTE; RIEDO; AUGUSTO, 2003).

E necessario um critério para estabelecer o valor central de forma que ele n3o
dependa dos dados anémalos, isto é feito obtendo-se a mediana (md) dos dados, ja
que os dados an6malos descaracterizam o significado da média por serem muito
discrepantes. Para obter a mediana, ordenam-se os dados (area/concentragao)
(VALENTE; RIEDO; AUGUSTO, 2003).

A seguir € necessario estabelecer o intervalo de confianga. Para isso obtém-
se 0 chamado desvio absoluto da mediana (mad), ou seja, a mediana da diferenga
absoluta entre cada valor de A/C e mediana. Os limites superiores e inferiores séo
calculados pela formula ICs; = md + k * mad, onde k é um fator que pode variar de 2
a 8, ICs é o valor do limite superior e IC; € o valor do limite inferior. Os pontos que
estiverem fora do intervalo compreendido pelos limites superiores e inferiores séo
descartados na construgdo da curva analitica (VALENTE; RIEDO; AUGUSTO,
2003).
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Para a construgdo da curva analitica, utiliza-se solugdes padrdes de
concentragbes conhecidas. Embora apenas dois pontos sejam necessarios para
determinar uma reta, utilizam-se geralmente cinco pontos que nao incluam o ponto
zero da curva, devido a erros associados (RIBANI et al., 2004; CASSIANO et al.,
2009).

Matematicamente, pode-se determinar os coeficientes de uma curva analitica
(@ e b) a partir de um conjunto de medigdes experimentais usando o método
conhecido como regressao linear. Além dos coeficientes de regressao, também é
possivel calcular o coeficiente de correlagdo r. Este parédmetro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a
dispersdo dos pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressao estimados. Um coeficiente de correlagdo préximo de 1,0 indicam uma
regressao linear adequada. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagao
igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (RIBANI et al.,, 2004,
BERNARDES; SOUZA, 2011).

A precisao expressa o grau de repetibilidade, ou seja, a dispersdo entre
ensaios independentes, entre os resultados de andlises individuais, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em idénticas condi¢cdes de
analise (VIEIRA; LICHTIG, 2004; RIBANI et al., 2004). A precisao intermediaria &
reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um
unico laboratdério e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada. Essa variabilidade
pode ser devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes
equipamentos ou uma combinacao destes fatores. A preciséo intermediaria pode ser
expressada através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD ou CV) (RIBANI et
al., 2004; CASSIANO et al., 2009).

O desvio padrao absoluto (s) se expressa por: (CASSIANO et al., 2009)

Sy -2
5= n—1

x; = valor individual de uma medigdo

X = média das determinagoes

n = numero de medigoes
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Outra expressdao da precisdao € através da estimativa do desvio padrao
relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variagado (CV): (CASSIANO
et al., 2009)

S
CV (%) == x 100

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido
por uma medicao perfeita e este valor € indeterminado por natureza (RIBANI et al.,
2004).

A exatidao é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisao). Estes limites
podem ser estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis
de tracos (RIBANI et al., 2004).

O limite de deteccdo (LD) representa a mais baixa concentragdo da
substancia de interesse que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada, com um certo limite de confiabilidade utilizando um determinado
procedimento experimental (CASSIANO et al., 2009; BERNARDES; SOUZA, 2011).

O LD pode ser determinado de trés maneiras diferentes: método visual,
método relacdo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica
(RIBANI et al., 2004).

O método visual é utilizado empregando a matriz com adigdo de
concentracdes conhecidas da substancia de interesse, de tal modo que se possa
distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizagdo da menor concentragéo
visivel (detectavel) (RIBANI et al., 2004).

O método da relagdo sinal-ruido pode ser aplicado somente em
procedimentos analiticos que apresentem o ruido da linha de base. Para determinar
a relacao sinal-ruido, é feita a comparacao entre a medi¢cao dos sinais de amostras
em baixas concentracbes conhecidas do composto de interesse na matriz e um
branco (matriz isenta do composto de interesse) destas amostras. Assim, é
estabelecida uma concentragdo minima na qual a substancia pode ser facilmente
detectada. A relacdo sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, propor¢des geralmente

aceitas como estimativas do limite de deteccéo (RIBANI et al., 2004).
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O método que se baseia em parametros da curva analitica pode ser expresso
como: (RIBANI et al., 2004)

LD =33 x>
=33%:

s = desvio padrdo

S = coeficiente angular da curva analitica

O limite de quantificagdo (LQ) é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddao aceitaveis sob as
condicbes experimentais estabelecidas por um determinado procedimento
experimental (BERNARDES; SOUZA, 2011).

Como o LD, o LQ é expresso como uma concentragdo, sendo que a precisao
e exatidao das determinacdes também devem ser registradas. A determinagédo do
LQ representa um compromisso entre a concentracdo, a precisdo e a exatidao
exigidas. Isto significa que, quando decresce o nivel de concentracdo do LQ, a
medicao torna-se menos precisa. Se houver necessidade de maior precisdao, uma
concentracdo maior deve ser registrada para o LQ. Os mesmos critérios de LD
podem ser adotados para o LQ, utilizando a relagédo 10:1, ou seja, o LQ pode ser
calculado utilizando o método visual, a relacado sinal-ruido ou a relagdo entre os
coeficientes da equacgao da reta da curva analitica a partir da equacéao: (RIBANI et
al., 2004)

L0 =10 x>
Q= S

s = desvio padrdo

S = coeficiente angular da curva analitica

De acordo com Paschoal et al. (2008) e Cassiano et al. (2009), o LQ pode ser
determinado como sendo o primeiro valor dentro do intervalo da curva de
linearidade, ou seja, 0 menor nivel de concentragédo da curva analitica.

Para Thier e Zeumer (1987) o LQ deve ser maior ou igual ao LD, ter
porcentagem de recuperagao maior ou igual a 70% e possuir um CV igual ou menor
que 20%.

O "efeito do resposta cromatografica acentuada e induzida pela matriz" ou
"efeito matriz" ocorre quando substancias inerentes a matriz coeluem com os

compostos de interesse (CASSIANO et al., 2009) e pode causar um aumento ou
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diminuicdo da resposta do detector de um analito presente no extrato da amostra
comparado ao mesmo analito em solvente organico (CARDOSO; NOBREGA,;
ABRANTES, 2008).

Para avaliar esse efeito, compara-se os coeficientes angulares das curvas
analiticas no solvente e na matriz isenta do analito e baseia-se nos testes
estatisticos F e t. Se o valor de F calculado for menor que o valor de F tabelado,
pode se considerar que nao ha diferencga significativa entre as variancias residuais e
gue as mesmas sao iguais. Neste caso, a matriz ndo tem efeito sobre a precisdo do
meétodo na faixa de estudo avaliada. O teste t sera aplicado apds o calculo do desvio
padrao agrupado. Se valor de t calculado for menor que o valor de t tabelado entdo a
matriz ndo afeta a analise (CARDOSO; NOBREGA; ABRANTES, 2008).

Entretanto, se o valor de F calculado for maior que o valor de F tabelado, as
variancias nao serdo consideradas iguais demonstrando que a matriz tem efeito
sobre a precisdo do método, e uma abordagem diferente deve ser considerada. O
valor de t calculado utiliza, nesse caso, os valores das estimativas dos erros padrao
dos coeficientes angulares. Se o valor de t calculado for maior que o valor de t
tabelado, entdo a diferenga entre os coeficientes é significativa, demonstrando que o
efeito matriz afeta a analise (CARDOSO; NOBREGA; ABRANTES, 2008).
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2. OBJETIVO

Considerando-se que os pesticidas diurom e tebutiurom sdo de uso intenso
nas lavouras de cana-de-agucar, que ocupam mais de 70% do solo agricultavel do
estado de Sao Paulo e que estes dois pesticidas degradam-se naturalmente a
compostos com maior impacto ambiental, como a dicloroanilina (DCA), além de
outros metabolitos (DCPU e DCPMU) de menor impacto ambiental. Este trabalho
teve como objetivo a otimizagao e validagdao de um método para analise de diurom,

tebutiurom e DCA em agua superficial.



3. MATERIAIS E REAGENTES

Foram utilizados os seguinte reagentes e equipamentos:

- Diurom, pureza = 97,0% — Sigma Aldrich

- 3,4-dicloroanilina (DCA) , pureza 99,5% - ChemService

- 3,4-diclorofenil-uréia (DCPU), pureza 99,0% - ChemService

- 3,4- diclorofenil-metil uréia (DCPMU), pureza 99% - ChemService

- Tebutiurom, pureza 99,0% - Sigma Aldrich

- Coluna para HPLC Phenomenex Gemini C18 (250mm x 4,6 mm x 5um);
- Cromatografo liquido Varian 920, com detector UV e fluororescéncia

- Espectrofotometro Hewlett Packard - 8453

- Micropipeta de 10-100 pL (volume ajustavel)

- Balancga analitica marca Mettler Toledo, modelo AG245, precisdo 0,01 mg
- Balbes volumetricos

- Pipetas volumétricas

- Solventes: agua deionizada (obtida de sistema Milli-Q, Millipore), acetonitrila,
metanol e acetona, com grau de pureza HPLC da marca J.T.Baker.

- Cartuchos para SPE: Phenomenex, Strata-X (200mg /6 mL)

- Manifold —SPE- 20 pontos - Waters

20
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.10timizacao da separacao e resposta do sistema HPLC-UV

Preparou-se a solucdo estoque de cada analito separados em acetonitrila
grau HPLC da marca J. T. Barker, na concentragao de 100 ug mL" e 1000 Mg mL™".
A partir dessas solugdes, preparou-se uma mistura dos cinco analitos, todos com
concentracdo de 5,0 ug mL™", também em acetonitrila. A partir dessa solucgdo de 5,0
ug mL™" dos analitos, foi realizada a otimizacéo das condicdes cromatograficas.

A otimizacdo cromatografica se baseou inicialmente no método descrito por
Franco (2009), que analisou diurom, DCA, DCPU e DCPMU em urina de ratos,

apresentado na tabela 3:

Tabela 3 - Condigbes cromatograficas otimizadas para analise do diurom e seus produtos de
degradagéo em urina de rato.

Cromatografo liquido Varian Pro Star, com
detector de arranjo de diodos

C18 (Phenomenex, 4,6 mm de diametro, 250
Coluna mm de comprimento e tamanho de
particulas de 5um)

Acetonitrila/ Agua (76:24 %) modo isocratico,

Equipamento

Fase Movel vazéo de 1,4 mL min™
Volume de injecéo 20pL (injecao automatica)
Deteccéo 250 nm

Fonte: (FRANCO, 2009, p. 45)

A partir do espectro de absor¢do no UV dos analitos, foi selecionada a
deteccdo em 254nm. Através de variagdes na composicao e na vazao da fase movel
e da temperatura da coluna, buscou-se otimizar a separacao cromatografica, agora
com o tebutiurom incluido nas solugdes a serem analisadas. As demais condicoes
(equipamento, coluna e volume de injecdo) foram mantidas as mesmas daquelas
descritas na tabela 3, e o comprimento de onda do detector foi mantido constante a
254 nm.

4.2 Selegcdo do comprimento de onda para as anélises por HPLC/UV

Devido a ma resolucédo entre o DCPMU e tebutiurom, optou-se verificar quais
0s maximos de absor¢cao das substancias para que fosse possivel a separagao
monitorando dois canais de UV através do software.
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Utilizando as solugdes estoques cada analito separados com concentragcao
100 ug mL™, foi preparado duas solucdes de DCPMU e tebutiurom, separados,
ambos com concentracao de 1,0 ug mL™, em acetonitrila. Utilizado essas solucdes
de 1,0 yg mL"", foi obtido o espectro de absorgao no UV para esses dois analitos, no
Espectrofotdmetro Hewlett Packard - 8453 utilizando varredura de 190 a 1100 nm,

em uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho optico.

4.3Construcdo das curvas de linearidade e analiticas. Determinacdo dos
limites de deteccédo e quantificacdo do sistema analitico.

Utilizando a solugdo estoque de 100 pg mL"' de cada analito, foram
preparadas misturas dos analitos em diversas concentragdes, em acetonitrila.

As concentrag¢des utilizadas (0,06; 0,08; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0;
10; 14; 16; 20 pg mL™") foram analisadas em triplicada, sendo utilizada a area média
das triplicatas dos picos de cada analito para o teste de Huber e construgao da curva

analitica, como descrito por Valente, Riedo e Augusto (2003).

4.4Estudo da recuperacéo em cartuchos SPE

Baseando-se inicialmente no método de extracdo desenvolvido por Franco
(2009) (tabela 4), no qual foi analisado diurom, DCA, DCPU e DCPMU em urina de
rato, realizou-se testes de recuperagao dos analitos em cartuchos de SPE com fase

polimérica Strata-X (200 mg/6mL, Phenomenex).

Tabela 4 - Condigbes de condicionamento e extragdo para diurom, DCPU, DCPMU e DCA em urina
de rato.

Strata-X
Condicionamento 3 mL de MeOH
Equilibrio 3 mL de H,O Milli-Q
Aplicac&o da amostra 1mL
Limpeza 3 mL de MeOH/H,0 (10:90) (v/v)
Vacuo 2 min
Eluigao 5 mL ACN/MeOH (50:50) (v/v)

Fonte: adaptado de Franco (2009)

Tendo em vista que a matriz de interesse é agua de rio e que, portanto, a

concentracédo do analitos devem ser baixas, utilizou-se 1L de amostra no lugar de 1
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mL. Para o estudo da recuperacédo, utilizou-se inicialmente 1L de agua Milli-Q
medido em proveta, fortificada com 0,025 ug mL™" de cada analito em 1L de agua
Milli-Q. Dessa forma, apds a extracao, haveria uma pré-concentragéo de 200 vezes,
obtendo 5 mL de um extrato final de 5 pug mL". Apds a fortificagdo, a amostra
permanecia em temperatura ambiente por uma noite sendo a seguir extraida.

Para cada teste de recuperagao, variou-se apenas a composicdo do solvente
de eluicdo, mas nao seu volume, buscando obter as melhores condigbes de
recuperacao para os analitos (diurom, tebutiurom, DCA e DCPU). Os testes foram
realizados em triplicada da fortificagdo e triplicata de injegéo, utilizando o método

otimizado.

4.5Construcado das curvas de linearidade e analiticas em amostra de agua de
rio. Determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo do método
analitico.

Utilizando o método de extracdo em SPE e o método cromatografico
otimizado (tabelas 10 e 6, respectivamente) construiu-se a curva analitica na matriz.

Nesta fase do estudo utilizou-se agua de rio coletada Ribeirdo das Cruzes
(Araraquara-SP). Este ponto de amostragem esta localizado antes do langcamento do
efluente da ETE (Estacdo de Tratamento de Esgoto) da cidade. Com isso, infere-se
que este ponto esteja livre de qualquer contaminacgao por efluentes. Préoximo a este
ponto também n&o ha nenhum tipo de cultivo agricola que poderia ser fonte de
contaminagao. As amostras de agua de rio foram recolhidas em frascos ambar de 4
L. O transporte até o laboratério foi efetuado em caixa isotérmica.

Imediatamente apds chegar ao laboratério as amostras de agua foram
filtradas em filtros de fibra de vidro com 1,2 um de didmetro de poros, para a retirada
do material particulado, e submetidas a extragdo em SPE como descrito na tabela
10.

Para a construgdo da curva analitica na matriz, adicionou-se o volume
adequado da solugao padrao dos analitos, completando-se o volume com o extrato
obtido das amostras de agua, de modo a obter 5 mL de solugdo final nas

concentracgdes de 16, 10, 6, 2 e 0,5 ug mL™" de cada analito.
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4.6Aplicacdo do método em amostras de agua superficial enriquecida com os
analitos - Validagéo.

Coletou-se agua do rio Ribeirdo das Cruzes (Araraquara-SP) no ponto de
amostragem considerado livre de interferentes em frascos ambar de 4L e, apds
chegar ao laboratério, as amostras de agua foram filtradas em filtros de fibra de vidro
com 1,2 ym de didametro de poros, para a retirada do material particulado.

Utilizou-se 1L deste filtrado medido em proveta, o qual foi fortificado em trés
niveis (0,01; 0,04 e 0,06 ug mL™") com o padrdo de cada analito. Dessa forma, apos
a extracdo, haveria uma pré-concentragdo de 200 vezes, obtendo 5 mL de um
extrato final de 2, 8 e 12 uyg mL™. Apos a fortificacdo, a amostra permanecia em
temperatura ambiente por uma noite sendo a seguir extraida.

As recuperagdes foram calculadas através do ponto na matriz com o volume
adequado da solugao padrao de cada analito, completando-se com o extrato obtido
das amostras testemunha (amostra néo fortificada), de modo a obter 5 mL de

solugdo final nas concentragdes de 2, 8 e 12 ug mL™ de cada analito.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1Selecdo do comprimento de onda para as analises por HPLC/UV

Devido a ma resolucédo entre o DCPMU e tebutiurom, optou-se verificar quais
0os maximos de absor¢cao das substancias para que fosse possivel a separagao
monitorando dois canais de UV através do software. A figura 2 apresenta os

espectros obtidos para o DCPMU e tebutiurom.

Figura 2 - Espectros de absor¢do no UV do DCPMU e tebutiurom, a partir de solugdes 1,0 ug mL”’
em acetonitrila, obtidos no Espectrofotdbmetro Hewlett Packard - 8453.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 3 apresenta o espectro de absorgdo no UV do diurom, DCPU e DCA
obtidos por Franco (2009) com solugdo 10 ug mL" dos analitos separados em
acetonitrila, no Cromatégrafo Varian Pro Star, com detector de arranjo de diodos,

utilizando varredura de 200 a 400 nm.
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Figura 3 - Espectros UV, obtidos no sistema HPLC/DAD Varian ProStar, utilizando solugdes
10 yg mL-1 de cada substancia em acetonitrila

mAU 217.09 400.26 mAUE17-08 400.26

250 250

DCPU DCA

150 266 150 248

100 100

50 U 50 -

250

275 250 275 "300 325 350 '375 225 325 350 375

[

275 300

nm

251

Fonte: adaptado de Franco (2009).

A partir dos espectros de absor¢cdo no UV dos analitos apresentados nas
figuras 2 e 3, pode-se notar que os analitos apresentam sua maxima absorgao entre
247 e 266 nm. Utilizou-se o comprimento de onda de 254 nm, por ser uma valor
proximo da média da faixa onde os analitos encontram seu maximo de absorcao.
Além disso, a baixa absorcdo do tebutiurom frente os demais analitos, mesmo em
seu maximo de absorcdo, contribuiu para a escolha desse comprimento de onda, o
que permite uma maior detectabilidade do tebutiurom, sem interferir na
detectabilidade do diurom e DCA. Com isso nao foi possivel utilizar a ferramenta do
software para o monitoramento de dois canais de UV, pois os maximos de absorgao

do DCPMU e tebutiurom sdo muito préximos.

5.20timizacao da separacéao e resposta do sistema HPLC-UV

Na tabela 5 sdo apresentadas as condicbes de alguns dos varios testes
realizados para a otimizacdo da separagdo dos analitos. Na Figura 4 séo
apresentados os respectivos cromatogramas das condi¢des testadas.



Tabela 5 - Condigbes testadas para otimizagdo cromatografica.
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. A . Vazao da Fase Mével | Temperatura
Método | Composicédo da Fase Mével ACN/H,O (v/iv) (mL min™) do Forno(°C)
76/24 - isocratico 1,4 30
2 70/30 - isocratico 1,3 30
70/30 - 80/20 até 3 min 1,2
3 80/20 - 70/30 até 5 min 1,2 30
70/30 - isocratico até 10 min 1,4
70/30 - 74/26 até 1 min 1,2
4 74/26 - 78/22 até 3,2 min 1,2 30
78/22 —70/30 até 3,5 min 1,2
70/30 (isocratico) 1,4
5 80/20 - isocratico 1,4 30
70/30 - 74/26 até 1 min
74/26 - 78/22 até 3,2 min
6 ] . 1,4 30
78/22 —70/30 até 3,5 min
70/30 (isocratico)
7 76/24 - isocratico 1,4 40
80/20 - 70/30 até 3,2 min 1,2
8 70/30 - isocratico até 3,5 min 1,2 30
70/30 - isocratico 1,4
Fonte: Elaborada pelo autor.
Figura 4 - Cromatogramas HPLC/UV, obtidos a 254 nm, para as condigbes cromatograficas
detalhadas na tabela 6.
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Legenda: (1) DCPMU; (2) tebutiurom; (3) diurom; (4) DCA; (5) DCPU (ELABORADO PELO AUTOR)
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Tabela 6 - Condigbes cromatograficas otimizadas.

Cromatografo liquido Varian Pro Star, com

Equipamento detector fluorescéncia e UV

C18 (Phenomenex, 4,6 mm de didmetro, 250
Coluna mm de comprimento e tamanho de particulas
de 5um)

70/30 - 74/26 até 1 min
74/26 - 78/22 até 3,2 min
78/22 - 70/30 até 3,5 min
70/30 (isocratico) até 10 min

Composicdo da Fase Mével | Acetonitrila/Agua

Vaz&o da Fase Movel 1,4 mL min™
Volume de Injecéo 20 pL
Deteccéo 254 nm
Temperatura do Forno 30°C

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pode-se notar pela figura 4 que nao foi possivel a separacdo do DCPMU e do
tebutiurom, que co-eluiram totalmente nos cromatogramas apresentados pelos
meétodos 2, 3, 4 e 7. Nos demais métodos é possivel a identificacdo visual dos picos
do tebutiurom e DCPMU, mas nao sua quantificagcdo. Ao mesmo tempo, buscou-se o
método cuja separagao entre os picos do diurom e DCA fosse a melhor possivel.
Dessa forma o cromatograma que apresenta a melhor separagéo entre o diurom e a
DCA e ao mesmo tempo permite a melhor identificagcdo visual entre DCPMU e
tebutiurom € o apresentado pelo método 6.

A partir desse método 6 € possivel identificar visualmente o tebutiurom e
DCPMU, e ao mesmo tempo quantificar diurom, DCA e DCPU.

Tendo em vista que o diurom e tebutiurom sdo os herbicidas aplicados
(SOUZA, 2008) e sabendo-se que o DCPMU é encontrado em baixas concentragoes
em aguas superficiais e subterraneas (THOMAS; McHUGH; WALDOCK, 2002;
FIELD et al., 1997), optou-se por n&o incluir o DCPMU nas curvas analiticas, de
modo que fosse possivel quantificar o tebutiurom. O produto final de degradacao do
diurom é DCA, que, assim como o diurom, possui agao enddcrina (BOTI; SAKKAS;
ALBANIS, 2007; MARAGOU; THOMAIDIS; KOUPPARIS, 2011; FERNANDES et al.,
2012). Ja para DCPMU, que ¢ intermediario da degradagao do diurom, ndo existe
dados experimentais validos de que possua capacidade de alteragdo enddcrina
(BOTI; SAKKAS; ALBANIS, 2007).
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Dessa forma, o método otimizado, detalhado na tabela 6, permite a
identificacdo do DCPMU e do tebutiurom, e permite quantificar o tebutiurom na
auséncia de DCPMU, além de permitir a quantificagdo do diurom, DCA e DCPU.

A partir das estruturas das substancias (Tabela 1 e Figura 1), pode-se inferir
0S mecanismos que determinam a ordem de eluicdo. O primeiro mecanismo € o de
particdo, no qual moléculas mais polares eluem primeiro que moléculas mais
apolares. E o caso do DCPMU e tebutiurom em relagdo ao diurom. No segundo
mecanismo ha a influéncia dos pares de elétrons dos grupos amina, que interagem
com os silandis residuais da coluna cromatografica por ligagbes de hidrogénio. O
tebutiurom elui pouco depois do DCPMU por possuir quatro grupos aminicos em sua
cadeia, sendo que o DCPMU possui apenas dois, dessa forma, ambos acabam
tendo tempos de retengdo muito préximos, o que dificulta sua separagao. O fato do
DCPU ter o maior tempo de retencédo ocorre devido aos seus dois grupos
carbaminicos possuir menor impedimento estérico do que os demais analitos. A

melhor resolugao obtida pode ser visualizada na figura 5.

Figura 5 - Cromatograma dos padrbes dos analitos em estudo com concentragdo 10 ug mL", na
auséncia de DCPMU, com condigdes cromatograficas otimizadas (condi¢ao descrita na Tabela 6).
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Legenda: (1) tebutiurom; (2) diurom; (3) DCA; (4) DCPU (ELABORADO PELO AUTOR)
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5.3Construcdo das curvas de linearidade e analiticas. Determinacdo dos
limites de deteccao e quantificacdo do sistema analitico.

As figuras 6, 7, 8 e 9 representam o teste de Huber para o tebutiurom, diurom,
DCA e DCPU, respectivamente, enquanto as figuras 10, 11, 12 e 13 apresentam as
curvas analiticas dos mesmos, construidas de acordo com Valente, Riedo e Augusto
(2003).

Para todas as curvas:

Amedia: area média das replicatas os picos de cada analito

Anmedia/C: area média das replicatas sobre a concentragao

mediana: mediana dos valores obtidos de Ancia/C, para cada valor de
concentragao

Li: Limite inferior do intervalo de confianca.

Ls: Limite superior do intervalo de confianga

Figura 6 - Teste de Huber do tebutiurom.

Teste de Huber - Tebuthiuron
35,00
30,00
R & Amédia /C
§25,00 — > média
3 = mediana
<
20,00 —_—Li
15,00 - . . . . . =—Ls
0 5 10 15 20 25
Concentragdo (pug/mL)

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 7 - Teste de Huber do diurom.

31

Teste de Huber - Diuron

L & Amédia /C
§ 85,00 "_.T._‘_. S <>
g = mediana
<
35,00 : : : : T
0 5 10 15 20 25 em——]s
Concentragdo (pug/mL)
Fonte: Elaborada pelo autor.
Figura 8 - Teste de Huber da DCA.
Teste de Huber - DCA
85 -
(&) .
N 65 ¢ Amédia /C
E " —e ¢ 2 * e mediana
<
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25

— | G

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 9 - Teste de Huber do DCPU
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Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 10 - Curva analitica do tebutiurom.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 11 - Curva analitica do diurom.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 12 - Curva analitica da DCA.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 - Curva analitica do DCPU.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O limite instrumental de detecgao (LD) foi obtido de maneira visual (RIBANI et
al., 2004) e o limite instrumental de quantificacdo (LQ) como sendo o primeiro valor
dentro do intervalo da curva de linearidade, ou seja, o menor nivel de concentragcéo
da curva analitica (PASCHOAL et al., 2008; CASSIANO et al., 2009). A tabela 7

apresenta o LD e LQ para cada substancia.

Tabela 7 - Limites instrumentais de detecgdo e quantificagdo para os analitos, de acordo com o
método cromatografico descrito na tabela 6.

Substancia LD (ug mL™) LQ(ug mL™)
Tebutiurom 0,2 1,0
Diurom 0,06 0,08
DCA 0,06 1,0
DCPU 0,2 0,5

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se notar que o diurom e DCA possuem o menor LD, e o tebutiurom e
DCPU possuem o mesmo LD. Ao mesmo tempo, o diurom possui o menor LQ. Nas
figuras 14 e 15 sao apresentados os cromatogramas obtidos com concentragao 0,06

e 0,2 ug mL™", respectivamente.
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Figura 14 - Cromatograma da solugdo padrdao dos analitos (0,06 ug mL'1) em acetonitrila, nas
condicdes apresentadas pela tabela 6.

41 mau

I -

RT [min]

] 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & 6,5 7 75 3 85 9 95 10

Legenda: (1) diurom; (2) DCA. Elaborado pelo autor.

Figura 15 - Cromatograma da solugdo padrdo dos analitos (0,2 pg mL’1) em acetonitrila, nas
condigbes apresentadas pela tabela 6.
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Legenda: (1) tebutiurom; (2) diurom; (3) DCA,; (4) DCPU. Elaborado pelo autor

A oscilagao da linha de base pode ser explicada pela escala ampliada do eixo
5.4Estudo da recuperacdo em cartuchos SPE

A tabela 8 mostra o solvente de eluigao utilizados nos testes de recuperagao

dos analitos.
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Tabela 8 - Testes de recuperagao realizados em agua Milli-Q fortificada, de modo que o extrato final
contivesse 5 ug mL" de cada analito.

Teste | Solvente de Eluigdo (5 mL)
1 ACN/MeOH (50:50) (v/v)
2 ACN/MeOH (30:70) (v/v)
3 ACN/MeOH (20:80) (v/v)
4 ACN/acetona (50:50) (v/v)

Fonte: Elaborada pelo autor

A figura 16 apresenta os cromatogramas obtidos no extrato em cada teste,

utilizando o método cromatografico otimizado (descrito na tabela 6).

Figura 16 - Cromatogramas dos testes de recuperagdo em agua Milli-Q com extrato com
concentracao final de 5 ug mL"dos analitos
80} mAU 2

Teste1

1003 mAU 1
80 Teste 3

0,5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6,5 7 75 8 85 ] 95 10

2.000 Teste 4

0 1 2 3 BT [min]

0 0.5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6.5 7 15 8 85 ] 95 10

Legenda: (1)Tebutiurom, (2) Diurom, (3) DCA, (4) DCPU. Elaborado pelo autor

O teste 3 apresentou um pico no mesmo tempo de retengao do tebutiuron. No
entanto, utilizando a amostra testemunha sem fortificagcdo, pode-se subtrair a area
deste pico, permitindo a o calculo da recuperacdo do tebutiuron. A figura 17
apresenta o cromatograma da amostra testemunha e do branco do solvente obtido
no teste 3.
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Figura 17 - Cromatogramas da amostra testemunha (agua Milli-Q) e branco do solvente obtidos com
o teste 3, apresentando pico de um interferente no tempo de retengao do tebutiurom.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para o teste 4, que utiliza ACN/acetona como solvente de eluicdo, obteve-se
um pico antes do tebutiurom (como se observa na figura 16), provavelmente
proveniente do solvente usado.

Utilizando as curvas analiticas obtidas na primeira parte deste trabalho
(figuras 10, 11, 12, 13), calculou-se a recuperacdo para cada teste, conforme

apresentado na tabela 9.

Tabela 9 - Valores de recuperagao para agua Milli-Q fortificada com os analitos, com um extrato final
de concentragio 5 ug mL™.

Tebutiurom Diurom DCA DCPU
Rec. (%) | CV (%) | Rec. (%) [ CV (%) | Rec. (%) | CV (%) | Rec. (%) | CV (%)
Teste 1 101 2 105 2 102 3 16 5
Teste 2 110 6 105 1 101 2 25 47
Teste 3 105 8 99 1 97 1 14
Teste 4 68 7 101 6 102 1 5

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos dados da tabela 9, pode-se notar que em nenhum teste foi obtido
de

aproximadamente 25% no teste 2. No entanto, o CV de aproximadamente 47%

uma boa recuperacdo para o DCPU, cuja melhor recuperagao foi
indica um dado nao dentro do esperado para este tipo de amostra. O teste 1 foi
selecionado como o melhor teste de recuperacao ja que os CVs sdo os menores € a
recuperacao esta mais proxima de 100%. A tabela 10 apresenta as condigbes de

extragao com melhores resultados:
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Tabela 10 - Condigbes de condicionamento e extragdo com melhores resultados.

Strata-X (200 mg/6mL, Phenomenex)
Condicionamento 3 mL de MeOH
Equilibrio 3 mL de H,O Milli-Q
Aplicacdo da amostra 1L
Limpeza 3 mL de MeOH/H,0 (10:90) (v/v)
Vacuo 2 min
Eluicédo 5 mL ACN/MeOH (50:50) (v/v)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O mecanismo de retengao do Strata-X consiste em intera¢des -1 e ligagao
de hidrogénio que resulta num sorvente com alta seletividade para compostos
aromaticos e polares e permite a lavagem com solvente organico sem perda dos
analitos, o que torna a eliminagdo de contaminantes que podem interferir na analise

altamente eficiente.

Figura 18 - Estrutura quimica do sorvente Strata-X.

Al = O
» \
> LS
\\( N
Ny

Fonte: (PHENOMENEX, 2012)

Segundo Franco (2009), a DCA é altamente volatil, o que faz com que este
composto tenha alto potencial de perda por evaporacdo devido a alta pressédo de
vapor (6,30.10 torr & 25°C), e estudos indicam como uma possivel fonte de perda a
secagem com nitrogénio durante a etapa de extracdo em fase solida (SPE)

(FRANCO, 2009). Dessa forma, optou-se por nao realizar a secagem com No.
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5.5Construcédo das curvas de linearidade e analiticas em amostra de agua de rio.
Determinacdo dos limites de detec¢cdo e quantificacdo do método analitico.
Avaliacao do efeito matriz.

A figura 19 apresenta um cromatograma da solug¢ao de 6 ug mL" na matriz,
obtido pelo método cromatografico otimizado (tabela 6) sobreposto aos

cromatogramas do branco do solvente e da amostra testemunha de agua natural.

Figura 19 - Cromatograma dos padrdes dos analitos com concentragdo 6 ug mL", em extrato da
amostra de agua natural sobreposto ao cromatograma da amostra testemunha de agua de rio sem os
analitos e do cromatograma do branco do solvente, obtidos com o método de extragdo apresentado
na tabela 10 e 0 método cromatografico apresentado na tabela 6

mAU

2

-10 RT [min]
0 05 1 15 2z 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 g 85 9 95 10

Legenda: Cromatograma dos padrdes dos analitos (em azul), cromatograma da amostra testemunha
de agua de rio sem os analitos (em vermelho) do branco do solvente (em preto), (1) tebutiurom; (2)
diurom; (3) DCA,; (4) DCPU. Elaborado pelo autor.

Através dos cromatogramas apresentados na figura 19, pode-se notar que
nao ha interferentes nos tempos de retencdo dos analitos estudados, o que permite
detectar e quantificar todas as substancias de interesse na matriz. A figura 20
apresenta o cromatograma da amostra testemunha de agua de rio, sem analitos,
sobreposto ao cromatograma dos padrdes dos analitos com concentragao 2 ug mL™,
em extrato da amostra de agua de rio, o que permite confirmar a auséncia de

interferentes nos tempos de retencéo dos analitos.
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Figura 20 - Cromatograma dos padrdes dos analitos com concentragéo 2 ug mL", em extrato da
amostra de agua natural sobreposto ao cromatograma da amostra testemunha de agua de rio sem os
analitos.

48:
mAU

. 2

RT [min]
0 [ 1 15 2 25 3 35 4 45 s 55 3 65 7 75 8 85 9 95 10

Legenda: Cromatograma dos padrdes dos analitos (em azul); cromatograma da amostra testemunha
de agua de rio sem os analitos (em verde) (1) tebutiurom; (2) diurom; (3) DCA; (4) DCPU. Elaborado
pelo autor.

Cada concentrago (16; 10; 6; 2 e 0,5 pg mL™") foi obtida em duplicata e cada
uma destas replicatas foi analisada em triplicada pelo método cromatografico
otimizado (tabela 6). Apds obter a area média das ftriplicatas dos picos de cada
analito, foi calculada a média entre as médias das duplicatas. Com essa média final,
realizou-se o teste de Huber e construcido da curva analitica na matriz, como
descrito por Valente, Riedo e Augusto (2003).

As figuras 21, 22, 23 e 24 apresentam as curvas analiticas para o tebutiurom,
diurom, DCA e DCPU em amostra de agua de rio, respectivamente. Para todas as

curvas, Amgdia COrresponde a area meédia das replicatas os picos de cada analito.

Figura 21 - Curva analitica do tebutiurom na matriz.
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Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 22 - Curva analitica do diurom na matriz.

1200,00 -
1000,00 -
800,00 -

600,00 -

Ansdia

400,00 -

200,00 -

0,00 T

Diuron

y = 62,606x + 23,256
R?=0,9982

6 8 10 12 14 16

Concentragdo (ug/mL)

18

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 23 - Curva analitica da DCA na matriz.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

40
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Figura 24 - Curva analitica do DCPU na matriz.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O limite de deteccado do método (LD) foi obtido de maneira visual e o limite de
quantificagcdo do método (LQ) como sendo o primeiro valor dentro do intervalo da
curva de linearidade na matriz, ou seja, o0 menor nivel de concentracdo da curva
analitica em agua natural (PASCHOAL et al., 2008). Para todas as substéncias, o
LD e o LQ do método foi de 0,5 ug mL™.

Utilizando as curvas analiticas dos padrées em solvente e na matriz, avaliou-
se o efeito matriz comparando-se os coeficientes angular das curvas. Os testes
estatisticos F e T, realizados utilizando o programa Microsoft Excel 2007,
apresentaram valores calculados menores que o tabelado para o teste F e maiores
que o tabelado para o teste T, ou seja, para todos os analitos ha efeito matriz
(CARDOSO; NOBREGA; ABRANTES, 2008). A tabela 11 apresenta a relagdo dos
coeficientes angulares das curvas analiticas em solvente e em matriz, em

porcentagem, para cada analito.

Tabela 11 - Relagédo dos coeficientes angulares das curvas analiticas da matriz e do solvente, em
porcentagem, para cada analito.

Substancia Relacao dos Coeficientes
Angulares (%)
Tebutiurom 38
Diurom -27
DCA -33
DCPU -31

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A partir da tabela 11, percebe-se que o coeficiente angular da curva analitica
na matriz possui desvio de mais de 20% do coeficiente angular da curva em
solvente, o que confirma a presengca do efeito matriz para todos os analitos
(CARDOSO; NOBREGA; ABRANTES, 2008). As figuras 25, 26, 27 e 28 apresentam
as curvas analiticas no solvente sobrepostas a curva na matriz para o tebutiurom,

diurom, DCA e DCPU, respectivamente.

Figura 25 - Curvas analiticas do tebutiurom na matriz e no solvente.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 26 - Curvas analiticas do diurom na matriz € no solvente.
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Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 27 - Curvas analiticas da DCA na matriz e no solvente.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 28 - Curvas analiticas do DCPU na matriz e no solvente.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.6Aplicacdo do método em amostras de agua superficial enriqguecida com os

analitos - Validagéo.

A figura 29 apresenta o cromatograma da amostra enriquecida com os

analitos sobreposto ao cromatograma dos extratos enriquecidos com os analitos,

obtidos pelo método cromatografico otimizado.
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Figura 29 - Cromatograma dos padrdes dos analitos com concentragdo 8 ug mL", em amostra de
agua natural sobreposto ao cromatograma do extrato de amostra de agua enriquecida com os
analitos com concentracéo de 8 ug mL™".

135 Ay
130

125 2 3
120

115
110
105
100
S
20
85
80
75 1
70
65
60

50 4
45

40
35
30
25
20
15
10

0

AT [min]
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 3 85 10

Legenda: Cromatograma dos padrbes dos analitos em amostra de agua natural (em preto);
cromatograma dos analitos em extrato de amostra de agua natural (em azul) (1) tebutiurom; (2)
diurom; (3) DCA,; (4) DCPU. Elaborado pelo autor.

Comparando-se os resultados obtidos pelos extratos e pela amostra
enriquecida, calculou-se a recuperagao do método, conforme apresentado na tabela
12.

Tabela 12 - Testes de recuperagéo realizados em agua superficial fortificada.

2ug mL* 8 ug mL™ 12 ug mL™*

Analito Rec. (%) | CV (%) | Rec. (%) | CV (%) | Rec. (%) | CV (%)
Tebutiurom 79 12 77 8 98 5
Diurom 80 7 99 3 100 4
DCA 144 3 155 99 2
DCPU 326 6 188 23 35 4

Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir dos dados da tabela 12, pode-se inferir que 0 método possui uma boa
recuperacao para o diurom e tebutiurom (recuperagéo entre 70% e 120%) (RIBANI
et al., 2004), enquanto que para o DCA a recuperacéao so6 foi adequada para o maior
nivel de fortificagdo (12 pug mL"). Para o DCPU ndo houve nenhum nivel de
fortificagdo com boa recuperacéo.

Pode-se inferir que em baixa concentragdo o diurom se degrada a DCA e
DCPU, fazendo com que haja altas recuperagdes dos mesmos. A hipotese de
degradacao do diurom quando em agua se sustenta ainda pelo alargamento do pico

do tebutiurom, o que indicaria a presenca de outro metabdlito do diurom, o DCPMU.



45

Dessa forma, a baixa concentracdo seria um fator que favorece a hidrolise do
diurom, que € uma das formas de degradagdo deste pesticida em agua
(BACIGALUPO; MERONI, 2007).
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pdde-se obter as curvas analiticas dos
analitos no solvente e em agua de rio. Da mesma forma, foi possivel o estudo dos
mecanismos da ordem de eluigdo das substancias, e a otimizagdo da separagao
cromatografica, e também do método de extracdo por SPE que ndo foi eficaz
apenas para uma substancia, o DCPU, mas que foi muito eficaz para as substancias
de maior interesse (tebutiurom, diurom e DCA). P6de-se também avaliar que ha
efeito matriz para todos os analitos. O método foi validado e considerado eficiente
para o diurom e tebutiurom, e para a DCA quando em concentragdo maiores de 12
ug mL™". O estudo também indica que a degradacdo do diurom por hidrélise em agua

€ favorecida a baixas concentracdes.
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