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APRESENTACAO

A obra “Alimentos: Toxicologia e microbiologia & Quimica e bioguimica” publicada
no formato e-book explana o olhar multidisciplinar da area de alimentos. O principal objetivo
desse e-book foi apresentar de forma categorizada os estudos, relatos de caso e revisdes
desenvolvidas em diversas instituicdes de ensino e pesquisa do pais, 0os quais transitam
nos diversos caminhos da ciéncia e tecnologia de alimentos. Em todos esses trabalhos
a linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterizacdo de alimentos; analise e
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos de alimentos; desenvolvimento de novos
produtos alimenticios, legislacdo dos alimentos e areas correlatas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos nestes 19 capitulos
com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pela area da ciéncia e tecnologia de alimentos e seus
aspectos. Portanto, possuir um material cientifico que demonstre com dados substanciais
de regides especificas do pais € muito relevante, assim como abordar temas atuais e de
interesse direto da sociedade. Deste modo a obra “Alimentos: Toxicologia e microbiologia &
Quimica e bioguimica” se constitui em uma interessante ferramenta para que o leitor, tenha
acesso a um panorama do que tem sido construido na area em nosso pais.

Uma 6tima leitura a todos(as)!

Carla Cristina Bauermann Brasil
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RESUMO: A contaminacéo das fontes de agua

Alimentos: Toxicologia e microbiologia & Quimica e bioquimica

potavel tem aumentado com as intensivas
praticas agricolas, isto se deve a grande
quantidade de agrotdxicos utilizados pelos
agricultores. Para controlar a qualidade da agua
potavel, diferentes métodos analiticos estdo
sendo estudados. Este trabalho teve como
objetivo, desenvolver e validar um método
para determinar herbicidas (2,4-D, bentazona,
propanil e quincloraque) utilizando Cromatografia
a Liquido com Deteccado por Arranjo de Diodos
(HPLC-DAD), em éaguas de pocos artesianos
e fontes. Para extragdo dos analitos, utilizou-
se extracdo em fase solida (SPE), ja que esta
técnica apresenta algumas vantagens como
baixo consumo de solventes, pouco trabalhoso
e facil automacgéo. Para a validagdo do método
desenvolvido, os parametros avaliados foram
linearidade, efeito matriz, limite de detecédo
(LOD) e de quantificagdo (LOQ), exatiddao e
precisdo. A curva analitica apresentou coeficiente
de correlagdo maior que 0,99. O efeito matriz
foi positivo para todos os compostos, exceto o
quincloraque. LOD na faixade 0,8a0,16 ugkg', e
LOQ na faixa de 0,24 a 1,0 ug kg™'. As medias das
recuperagdes dos ensaios de fortificagdo foram
na faixa de 76 a 113% e precisao apresentou
valor de RSD inferior a 12%. Tendo em vista os
resultados obtidos para cada paréametro avaliado,
pode-se concluir que o método desenvolvido
para determinar herbicidas em agua mostrou-se
eficiente, sensivel, rapido e simples, podendo
ser aplicado para avaliar a qualidade das aguas
da regi@o. Nenhuma das amostras de agua que
abastece as escolas estava contaminada com os
herbicidas estudados.
PALAVRAS-CHAVE:

Agua.  Agrotéxicos.
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Validagdo de método. Monitoramento.

DETERMINATION OF HERBICIDES IN DRINKING WATER FROM SCHOOLS IN
THE RURAL REGION OF SANTA MARIA/RS

ABSTRACT: Contamination of drinking water sources has increased with intensive agricultural
practices, this is due to the large amount of pesticides used by farmers. To control the quality
of drinking water, different analytical methods are being studied. This work aimed to develop
and validate a method to determine herbicides (2,4-D, bentazone, propanyl and quinchlorac)
using High Performance Liquid Chromatography Diode Array Detection (HPLC-DAD) in water
from artesian wells and springs . For extracting the analytes, solid phase extraction (SPE) is
used, as this technique has some advantages such as low solvent consumption, little labor
and easy automation. For the validation of the developed method, the parameters obtained
were linearity, matrix effect, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ), accuracy
and precision. The analytical curve showing a correlation coefficient greater than 0.99. The
matrix effect was positive for all compounds except quinchlorac. LOD in the range of 0.8 to
0.16 pg kg-', and LOQ in the range of 0.24 to 1.0 ug kg'. The averages of the recoveries of
the fortification tests were in the range of 76 to 113% and the precision presented a RSD value
inferior to 12%. In view of the results obtained for each parameter evaluated, it can be realized
that the method developed to determine herbicides in water is efficient, sensitive, fast and
simple, and can be evaluated to assess the quality of water in the region. None of the drinking
water sample of the schools were contaminated with the studied herbicides.

KEYWORDS: Water. Pesticides. Method validation. Monitoring.

11 INTRODUCAO

O aumento da atividade agricola desenvolvida em &reas de mananciais tem
causado preocupacdo quanto ao potencial de contaminacdo decorrente da aplicacéo
de agrotdxicos. Sabe-se que a agricultura € uma das possiveis fontes de contaminagéo
ambiental, geralmente apontada como importante contribuinte de poluentes. (BRITO et al.,
2001). Embora néo seja o Unico agente responsavel pela perda da qualidade da agua, a
agricultura, direta ou indiretamente, contribui para a degradacéo dos mananciais.

Ao longo das Ultimas décadas, a expanséo das areas agricolas e a maior intensidade
de uso de agrotéxicos nessas areas fizeram com que houvesse um aumento na preocupacgao
com seus residuos no ambiente. A presenca de compostos quimicos em concentracbes
acima dos especificados nas normas padréao podem provocar risco a saude da populagéo.
Esse fato despertou o interesse em verificar a ocorréncia de contaminagdo das aguas,
pois os agrotoxicos em contato com o sistema aquatico podem associar-se aos materiais
em suspensao e, eventualmente, migrar para os sedimentos, como também podem ser
liberados na agua ou serem absorvidos, alterados ou degradados por microrganismos.
(DORES & DE-LAMONICA-FREIRE, 2001).

Portanto, faz-se necessario um eficiente e preciso monitoramento dos residuos de
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agrotoxicos em fontes de agua e em aguas para consumo humano. A principal técnica
analitica utilizada na determinacao de agrotoxicos é a cromatografia, acoplada a sistemas
de deteccéao.

Um dos passos mais criticos para a analise em diversas matrizes é o preparo e a
extracdo da amostra. Tradicionalmente, a extracao liquido-liquido (LLE) tem sido utilizada
para esta finalidade. No entanto, é uma etapa demorada além de utilizar grande volume
de solventes organicos. Em consequéncia, diferentes técnicas de extracdo tém sido
desenvolvidas a fim de ultrapassar estes problemas. (RODRIGUES et al., 2007).

Atualmente, a extracdo em fase sélida (SPE) € uma técnica bem estabelecida
e tem sido utilizada para a pré-concentracdo e purificacdo de diversas classes de
compostos em uma variedade de matrizes. Os analitos contidos numa matriz aquosa séo
extraidos, juntamente com os compostos interferentes, apds passarem por um cartucho
contendo adsorvente. Um solvente organico seletivo é geralmente utilizado para remover
os interferentes e entdo, outro solvente é usado para lavar os analitos de interesse.
(BARRIONUEVO & LANCAS, 2001). SPE oferece a possibilidade de reduzir o volume de
amostra, sem perda de sensibilidade, minimizando a utilizagdo de solventes orgéanicos.
(FRITZ & MACKA, 2000).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e validagdo de um
método analitico para determinagcdo de 4 herbicidas (2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
bentazona, propanil e quincloraque) empregando cromatografia liquida de alto desempenho
com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD). O método foi aplicado para analise de
amostras de agua provenientes de pogos artesianos e fontes que abastecem 4 escolas
publicas localizadas na area rural de Santa Maria/RS, nas quais foi desenvolvido um projeto
de conscientizagdo ambiental.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e solucodes analiticas

Utilizaram-se padrdes analiticos de 2,4-D 99% (Milénia), bentazona 97% (Dr.
Ehrenstofer), propanil 99,3% (Herbitecnica) e quincloraque 99,2% (BASF). Solugdes
estoque (1000 mg L") e solugdes analiticas de trabalho foram preparadas em metanol
(Mallinkrodt, EUA), e armazenadas em frascos ambar a temperatura de -18 °C. Foram
usados acido fosférico grau analitico 85% (Merck, Alemanha) e dgua ultrapura (Millipore,
Bedford, MA, USA). Cartuchos de SPE (C18, 500 mg, 40 um, 4 mL) foram obtidos da
Varian.
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2.2 Desenvolvimento e validacao do método
2.2.1 Instrumentacgdo e condicbes cromatograficas

Para os testes da composicdo da fase modvel utilizaram-se as composi¢des
metanol:agua 50:50, 65:35 e 80:20 (v/v), nas vazdes de 0,5; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 mL min-'.
Todas as composi¢des foram acidificadas com solugdo aquosa de acido fosforico 1:1 (v/v),
ajustadas a pH 3,5. Determinou-se a vazao apropriada, a partir da melhor separagéo, no
menor tempo total da corrida cromatografica.

Para a determinagcéo do comprimento de onda (A) de maxima absor¢éo individual de
cada analito, foi efetuada uma varredura na faixa de 200 a 400 nm. Para isto, foi preparada
uma mistura com os 4 analitos na concentragéo de 1,0 mg L' e posteriormente injetou-
se 20 pyL da mistura no sistema HPLC-DAD. Na Tabela 1, encontram-se as condi¢bGes
cromatograficas estabelecidas e otimizadas neste estudo.

Coluna analitica Bondesil C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym)

Fase movel Metanol:agua 65:35 (v/v), pH 3,5

Vazao da fase mével | 1,0 mL min™'

Volume de inje¢ao 20 L

Tempo de corrida 20 minutos

Tabela 1. Condigdes cromatograficas otimizadas.

2.2.2 Estabelecimento do procedimento de extracao

Varios testes foram realizados para a otimizagdo do procedimento de extracgéo.
Foram testados parametros que afetam o processo de extragdo como quantidade de agua,
quantidade ideal de adsorvente, forca do vacuo e vazao. O adsorvente escolhido para
SPE foi C18 (500 mg) com tamanho médio de particulas de 40 ym, em tubo de 4 mL de
capacidade.

O cartucho de SPE foi primeiramente condicionado passando-se 6 mL do solvente
de eluicdo metanol e 6 mL de agua ultra pura (para retirar o excesso de metanol). Uma
solugdo de 250 mL de agua a pH 3,5, contendo os analitos de interesse, previamente
filtrada em membrana de nylon, foi percolada através do material adsorvente do cartucho
de SPE a uma vazéo de 5 mL min™, sob vacuo.

ApOs a etapa de pré-concentragéo foram adicionados 3 mL de &gua ultra pura para
retirar substancias interferentes sollveis em agua, seguido de vacuo por 2 minutos. Esta
etapa melhora a extragcdo e a reprodutibilidade, tornando a extracdo mais homogénea
além de diminuir as interferéncias no sistema HPLC-DAD. Em seguida, os cartuchos foram
secos sob vacuo por 10 minutos. Os analitos retidos no adsorvente foram eluidos com 2
aliquotas de 500 mL de metanol. Recolheu-se o eluato em um tubo de ensaio o qual foi
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evaporado até secura, empregando nitrogénio (N,). Para a analise via HPLC-DAD foi feita
a redissolugdo em 1 mL da fase movel.

2.2.3 Validagao do método

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substéncia analisada, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. A linearidade do método foi obtida pela equagédo de
regresséo linear (y = ax + b). Um coeficiente de determinacdo (r?) maior que 0,999 é
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regresséao
(FEINBERG, 2007; EU, 2019).

Para o estudo de linearidade e efeito matriz preparou-se uma solugéo mistura dos
padrées dos agrotoxicos em estudo tanto em fase movel (metanol/H,0 65:35) como em
matriz (no caso, agua de pogo isenta de agrotéxicos) nas concentragdes de 0,06; 0,08; 0,1;
0,125; 0,2; 0,25; 0,4; 0,6; 1; 2; 3 e 4 mg L, a partir da solugdo estoque de concentracéo
10 mg L.

Através das curvas analiticas obtidas com as solu¢des preparadas tanto em fase
movel como em matriz, foi possivel calcular o efeito matriz, sendo também este um
importante pardmetro de desempenho que deve ser avaliado cuidadosamente durante o
processo de validacdo. O efeito matriz pode causar aumento ou diminuigéo da resposta do
detector (MORELLI et al, 2008). Quando a média das respostas das solu¢bes preparadas
na matriz for = 20% das médias das respostas das solucdes preparadas em solvente
(fase movel), o efeito matriz pode ser considerado significativo nos resultados analiticos
quantitativos da amostra. Desta forma, as solugdes analiticas utilizadas para a construgédo
das curvas analiticas devem ser necessariamente preparadas em matriz.

O LOD representa a menor concentragdo da substancia em anélise que pode ser
detectada, mas nao necessariamente quantificada, utilizando um determinado procedimento
experimental; é definido como a concentragcdo do analito, que resulta em um sinal trés
vezes maior que o ruido da linha base, nas proximidades do sinal do analito (LOD = 3S/R).
O LOQ é a menor concentragdo da substancia em analise que pode ser quantificada com
precisao e exatiddo aceitaveis nas condi¢cdes experimentais; € a concentragdo do analito
que resulta um sinal dez vezes maior que o sinal do ruido da linha base (LOQ = 10 S/R).

Para os estudos de recuperacgéo, que avaliam a exatiddo do método, fortificaram-
se as amostras “branco” de agua de pogo com a solugéo analitica mistura (1,0 mg L)
contendo todos os compostos em estudo, em trés diferentes niveis de concentragéo: 0,5;
1,0e5,0pug L.

A precisdo, em termos de repetitividade da resposta do instrumento, empregada
no método cromatografico, foi avaliada efetuando-se 6 inje¢cdes de cada solugdo (n=6),
em 7 concentragdes. A repetitividade, em termos do método analitico (RSD, ), foi avaliada
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efetuando-se o procedimento de extracdo e andlise das amostras “branco” fortificadas, em
trés niveis de concentracéo, seis extracdes (n= 6) e trés inje¢cdes para cada extracdo (n=
3).

2.3 Aplicabilidade do método

O método foi aplicado para analise de agua de fontes (vertentes) e pogos artesianos
de 4 escolas da area rural de Santa Maria/RS, as quais eram participantes de projeto
de extensd@o cujo objetivo foi trabalhar a probleméatica do uso e descarte incorreto de
agrotoxicos e alertar dos maleficios & salde e ao meio ambiente.

A escolha das escolas foi devido a localizagao destas e a proximidade a lavouras de
cultivo de arroz, em regido proxima das margens de cursos de agua, o que potencializa o
risco de contaminagé@o, em razao das descargas naturais ou do manejo das lavoura.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi determinado o melhor comprimento de onda (A) de cada analito cujos valores
encontram-se na tabela 2, junto a férmula estrutural e o tempo de retencdo de cada um dos
agrotoxicos estudados.

Agrotoxico Formula estrutural Tempo de retencao A de maxima absorcéo
(min) (nm)
Quincloraque 59 255
Bentazona 7,3 220
2,4-D 9,3 231
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Propanil 15,5 250

Tabela 2. Formula estrutural, tempo de retengéo e comprimento de onda de méaxima absor¢éo dos
agrotoxicos estudados.

As condi¢gdes cromatograficas otimizadas neste estudo permitiram a separagéo
e quantificacdo com sensibilidade apropriada. Na Figura 1, observa-se o cromatograma
obtido para solugéo analitica contendo os quatro agrotoxicos em estudo, na concentragéo
1,0 mg L.

Figura 1. Cromatograma obtido por HPLC-DAD, nas condi¢bes cromatograficas otimizadas, a partir da
injecéo da solugao de concentracéo 1,0 mg L', contendo os agrotoxicos quincloraque (A), bentazona
(B), 2,4-D (C) e propanil (D).

As curvas analiticas foram obtidas com o auxilio do programa Excel 7.0 (Microsoft),
o qual forneceu o coeficiente de correlagédo (r?), a inclinagdo (a) o intercepto (b) e as
respectivas estimativas de desvio-padrdo, sendo os resultados apresentados a seguir na
tabela 3.
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Fase movel

Agua de pogo

Lo Faixa Linear
Agrotbxico (mg L)
Equacao da reta 2 Equacao da reta 2
y = ax+b y = ax+b
Quincloraque 0,06 -1,0 y = 80005x + 1754,1 0,9955 y = 59226x - 274,4 0,9983
Bentazona 0,06 -1,0 y = 66454x + 279,2 0,9949 y = 74602x + 64,119 0,9993
24D 0,25-4,0 y = 23656x - 778,58 0,9983 y = 29026x + 468,53 0,9967
Propanil 0,2-2,0 y =59160x - 762,88 0,9969 y =63101x + 352,48 0,9963

Tabela 3. Faixa linear do método obtida com as solugdes analiticas preparadas em fase mével e em
matriz (4gua de poco).

Analisando-se as curvas obtidas pode-se concluir que o modelo linear é bastante
adequado ja que os coeficientes de determinagdo (r?) foram maiores que 0,99. Todos os
agrotoxicos apresentaram efeito matriz positivo, com exce¢do do quincloraque que apresentou
efeito matriz negativo. Assim, as solugdes das curvas analiticas utilizadas para a validagao

foram preparadas em matriz.

Na tabela 4, encontram-se os valores do LOD e LOQ do instrumento e do método,

para os agrotoxicos avaliados.

Agrotoxico LOD, LOQ, LOD, LoQ,,
(mgL") | (mgL") | (mgLh | (mgL?
Quincloraque 0,04 0,06 0,16 0,24
Bentazona 0,05 0,06 0,2 0,24
Propanil 0,1 0,12 0,4 0,48
24D 0,2 0,25 0,8 1,0

Tabela 4. LOD e LOQ do instrumento (i) e do método (m).

Os valores de LOD e LOQ teéricos do instrumento foram satisfatérios. Os valores de
LOD, ficaram entre 0,04 e 0,2 mg L. J& os valores de LOQ, entre 0,06 e 0,25 mg L. Através
da etapa de pré-concentracdo adotada, a amostra de agua pode ser concentrada até 250

vezes, os valores de LOD e de LOQ do método ficaram entre 0,16 € 0,8 ug L', e 0,24 e

1,0 ug L, respectivamente, o que se considera limites satisfatorios para determinacéo de

agrotoxicos em agua.
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A exatiddo do método foi avaliada através da fortificagdo de 6 amostras “branco” em
3 niveis de concentragdo (0,5; 1,0 e 5,0 ug L"); cada extrato foi injetado 3 vezes no sistema
HPLC-DAD.

Neste estudo a precisao foi avaliada em termos de repetitividade, que representa a
concordancia entre resultados de medigbes sucessivas de um mesmo método, efetuadas
sob mesmas condi¢des de medicdo, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo
instrumento sob as mesmas condi¢cdes, mesmo local e repeticdes em um curto intervalo
de tempo.

Atabela 5 apresenta os resultados da exatiddo do método em termos de recuperagéo
percentual, obtidos através dos ensaios de recuperacdo, assim como os resultados de

precisdo, expressos como desvio padrao relativo.

Agrotéxico Nivel d(z gl;o[_tjl;icagéo reoui:)ﬂ:ggé? o RSD (%)
0,5 113 5
Quincloraque 1,0 88 12
5,0 98 12
0,5 112 8
Bentazona 1,0 85 6
5,0 91 7
0,5 76 1
24D 1,0 80 8
5,0 77 7
0,5 98 6
Propanil 1,0 88 6
5,0 88 9

Tabela 5. Resultados dos ensaios de fortificagcdo e recuperagao, e desvio padréo relative (RSD%).
* 6 extracOes, 3 injecdes.

Para a validagdo de métodos cromatograficos, as recuperacées devem estar entre
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70 e 120%. (EU, 2019). Todos os valores obtidos apresentaram-se dentro desse intervalo.
Os valores de RSD obtidos séo satisfatorios, uma vez que sdo aceitos valores de até 20%
para a determinagdo de agrotoxicos nesta faixa de concentracgéo.

Apés a validagdo do método foi possivel empregé-lo para analise das amostras,
sendo que nenhum dos quatro analitos foi detectado nas amostras analisadas.

41 CONCLUSAO

O método para andlise de quatro herbicidas em &gua potavel desenvolvido e
validado no presente trabalho demonstrou ser simples, seletivo, exato e preciso. Dentre
as vantagens, o método de extragdo mostrou-se eficiente além de utilizar menos solvente
organico gerando, assim, menor quantidade de residuos.

Nenhum dos agrotoxicos foi detectado nas amostras dentro do periodo estudado.
No entanto, ressalta-se a necessidade de que se tenha uma avaliagéo sistematica quanto a
presenca destes compostos nas fontes de agua potavel, principalmente em regides como a
estudada, com intensa atividade agricola. Vale destacar também a importancia de projetos
de conscientizagéo junto a comunidade escolar.
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