VALIDACAO DE UM METODO PARA A DETERMINACAO DE HERBICIDAS EM AGUA.
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RESUMO. O presente trabalho apresenta um método
alternativo para a determinagdo dos herbicidas hexazinone,
tebutiuron, atrazina e diuron em &4gua subterrinea. Os
pesticidas sdo pré-concentrados em cartucho de extragdo
em fase soélida tipo estireno-divinilbenzeno e
posteriormente analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

ABSTRACT. This work presents an alternative method
for determination of the herbicides hexazinone,
tebuthiuron, atrazine and diuron in ground water. The
herbicides are preconcentrated in cartridge of solid phase
extraction and the analyses are made using high
performance liquid chromatography (HPLC).

1.- Introducao

A Bacia Sedimentar do Parand abriga um manancial
gigante de dguas subterrineas, com extensdo de 1.150.000
km2, denominado Agiiifero Guarani. Sua maior parte estd
localizada em territério brasileiro (840.000 km?2). No
entanto, uma considerdvel porcdo do agiiifero localiza-se
na Argentina (355.000 km?2), havendo ainda partes no
Uruguai (58.500 km2) e no Paraguai (58.500 km2). O
Aqiiifero Guarani possui 4dgua de excelente qualidade,
sendo extraida através de pocos semi-artesianos e utilizada
no abastecimento de centenas de cidades de médio e grande
porte.

As dreas de recarga se constituem nas regides onde o
aqiiiffero se encontra mais vulnerdvel. O mau uso destas
terras pode, ao longo prazo, comprometer a qualidade da
dgua. Portanto, se ndo houver cuidado e atencdo quanto a
disposicdo de produtos téxicos, rejeitos industriais e
aplicacdo de pesticidas no solo das dreas de recarga, poderd
haver comprometimento das dguas do aqiiifero em questdo.
A gestdo sustentdvel do Agiiffero Guarani depende da
identificac@o e controle das fontes de polui¢do nas dreas de
recarga.

A cidade de Ribeirdo Preto, estado de Sdo Paulo, Brasil, é
abastecida integralmente pela 4gua proveniente do
Agqiiifero Guarani, cujas por¢des de recarga, na regido, t€m
sido ocupadas com atividade intensiva de cana-de-acticar.
Os pesticidas utilizados possuem diferentes estruturas e
atividades biolégicas, o que os tornam bastante
diferenciados quanto aos seus efeitos de ordem
fitossanitdria. Estes, alids, sdo os principais motivos pelos
quais sdo amplamente utilizados na agricultura. Devido ao
fato de serem potencialmente téxicos aos organismos, o
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destino destes produtos no ambiente deve ser investigado3.
Para isso torna-se necessdrio a disponibilizacdo de
metodologias rdpidas e eficientes para a deteccdo e
quantificacdo destas espécies. Assim, o presente trabalho
apresenta um método para a determinac@o dos herbicidas
hexazinone, tebutiuron, atrazina e diuron em dgua. Os
pesticidas sdo pré-concentrados em cartucho de extragdao
em fase sélida tipo estireno-divinilbenzeno e
posteriormente analisados por CLAE.

2.- Materiais e Métodos
2.1 Reagentes e solventes

Os padroes de agrotéxicos utilizados foram tebutiuron
(99,5%) adquirido da firma Dr. Ehrenstorfer, hexazinone
(99,9%) doado pela DuPont, a atrazina (99%) e o diuron
(98%) da Chem Service.

O metanol, grau cromatografico, foi
Mallinckrodt Ultimar.

obtido da

2.2 Preparo das solugdes analiticas

As solucdes estoque dos padroes foram preparadas em
metanol, individualmente, na concentracdo de 1000 mg L-
1. Uma soluc@io contendo os padrdes a 100 mg L-1 foi
preparada também em metanol a partir da diluigdo da
solugdo estoque. Posteriormente, foram obtidas as solugoes
intermedidrias e as de trabalho por meio de dilui¢oes
sucessivas em fase mével (metanol:dgua 50:50, v/v). Estas
solucdes foram utilizadas na determinac@o da linearidade
do detector, nas fortificagdes das amostras e na obtengdo
das curvas analiticas.

2.3 Extracd@o das amostras fortificadas

Extracdo: foi utilizada a técnica de extracdo em fase
s6lida, usando um cartucho de estireno-divinilbenzeno da
Supelco, contendo 0,25 g de sorvente e um volume de 6
mL. O cartucho foi condicionado com um volume de 5 mL
de metanol seguido de 5 mL de 4dgua. Apds o
condicionamento um volume de 750 mL da amostra foi
passado, a uma vazdo de 2 mL min-1, o cartucho foi seco
sob vdcuo durante 40 min. A extracdo das substancias pré-
concentradas foi efetuada usando 5 mL de metanol. O
extrato foi seco sob fluxo lento de nitrogénio e ressuspenso
em 1 mL da fase mével, filtrado em membrana de 0,45 pm,
sendo 100 pL analisados por CLAE.
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2.4 Equipamento

Foi utilizado um cromatdgrafo liquido da Agilent, modelo
1100 Series; constituido de uma bomba quaterndria,
autoamostrador,  desgaseificador, e um  detector
espectrofotométrico de absor¢do no UV/Vis, de
comprimento de onda varidvel. A coluna utilizada foi da
Mallinckrodt Baker, modelo Bakerbond HPLC, C18, 4,6 x
250 mm x 5 pm. As condicdes de operacdo foram: fase
movel dgua: metanol (50:50, v/v), eluic@o isocrética, vazdo
1 mL min-1, tempo de corrida de 15 minutos e detec¢do no
UV de 0 a 15 min a 247 nm, de 15 a 22 min a 230 nm e de
22 a 35 min a 247 nm.

2.5 Validagdo

A validagdo do método proposto foi obtida por meio da
avaliagdo dos parametros de linearidade, limite de deteccéo
(LOD), limite de quantificagdo (LOQ), exatiddo e precisdo.

3.- Resultados e Discussio

Este trabalho descreve um método analitico que estd
sendo utilizado no monitoramento dos herbicidas
hexazinone, tebutiuron atrazina e diuron em 4gua
subterrdnea proveniente do Agiifero Guarani. O
monitoramento  destes principios ativos em dgua
subterrinea é de grande relevdncia neste sistema
hidrolégico onde a vulnerabilidade € alta, especialmente
porque a agua subterrinea, nesse caso, ¢ a fonte primaria
(ou principal) de dgua potdvel que abastece a populagdo,
particularmente no estado de Sdo Paulo.

O método € baseado em extracdo em fase sélida, que
possui vantagens sobre a extracdo liquido-liquido, uma vez
que € menos trabalhoso e pode usar uma quantidade maior
de amostra4, diminuindo assim os valores dos limites de
deteccdo e quantificacdo do método.

A resolucdo na linha de base dos herbicidas foi obtida,
ap6s um estudo das condi¢des cromatograficas, utilizando
uma coluna de fase reversa tipo C-18 e eluicdo isocritica
com uma mistura de metanol/dgua 50:50, v/v. A Figura 1
mostra os cromatogramas das amostras testemunha (A) e
da fortificada com os padrdes (B). Pode-se observar que
nao hd picos de interferentes coeluindo nos tempos de
retencdo dos compostos estudados.

Ap6s a otimizagdo das condigdes de extracdo e
cromatogrificas, o método foi validado. A validagdo ¢é
necessdria para garantir a confiabilidade dos resultados
obtidos.5

Na validacdo o primeiro e mais simples pardmetro a ser
avaliado € a linearidade, que € obtida plotando os valores
de drea versus a concentracio da solucio analitica. Realiza-
se uma regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados e verifica se o coeficiente de determinagéo, 12, é
adequado. Os desvios da linearidade muitas vezes sdo
dificeis de serem detectados visivelmente, sendo assim a
sua adequacdo foi verificada por meio do célculo dos
residuos entre os valores medidos e os valores calculados a

partir da equacdo de regressdo. As curvas analiticas obtidas
mostraram ser lineares na faixa de 50 -1000 pug L-1 pois
apresentaram valores de 12 = 0,9999 e os graficos dos
residuos ndo demonstraram tendéncias

tempo (min)

Figura 1. Cromatogramas. A) amostra testemunha. B) amostra fortificada
com os padrdes: 1 = tebutiuron, 2 = hexazinone, 3 = atrazina, 4= diuron.

Os limites de deteccio (LOD) e os limites de
quantificacdo (LOQ) do instrumento foram calculados
utilizando a razdo sinal/ruido de 3 e 10 vezes,
respectivamente. Os valores do LOD e do LOQ,
referentes ao método estdo mostrados na Tabela 1. Estes
resultados indicam que o método é suficientemente
sensivel para detectar a presenca dos herbicidas em niveis
baixos de concentragio.

A exatiddo do método foi determinada por meio da
obtencdo da % de recuperacdio média das amostras
fortificadas em triplicatas. Os valores obtidos se encontram
descritos na Tabela 2 e estdo dentro da faixa de 70-110%,
que € a considerada aceitavel.

A precisdo, Tabela 2, foi calculada por meio de repeticdes
realizadas no mesmo dia, nas mesmas condicGes
cromatogréficas e pelo mesmo analista, sendo este tipo de
precisio denominado de repetitividade. Também foi
avaliada em trés dias diferentes a fim de determinar a
precisdo intermedidria. Os valores obtidos foram < 18%,
indicando que o método estd em consonancia com a
literatura, onde valores < 20% sao considerados aceitdveis.

Tabela 1. Valores de limites de detecgdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ)
do método, considerando um fator de pré-concentrac@o de 750 vezes.

Pesticida LOD pg L' LOQ pg L
Tebutiuron 0,01 0,03
Hexazinone 0,007 0,02

Atrazina 0,008 0,01

Diuron 0,01 0,03

198 Tercer Congreso Virtual Iberoamericano sobre Gestién de Calidad en Laboratorios. (INTERNET 2005)



S. C. N. Queiroz et al. Validagao de um método para a determinagao de herbicidas em dgua.

Tabela 2. Recuperacdes e precisdes (RSD %) dos herbicidas hexazinone,
tebutiuron, atrazina e diuron

(n=3).
ool Repet.” Precisdo
Herbicida  Conc. (ug L) Rec"},fed‘as R.S.D. Inter.”
(%) (%)  RSD.(%)
Hexazinone 0,1 85 9
0,5 95 & 8
1,0 95 2
Tebutiuron 0,1 70 2
0,5 86 4 10
1,0 91 2
Atrazina 0,1 115 5
0,5 95 4 18
1,0 95 2
Diuron 0,1 94 4
0,5 91 2 8
1,0 93 2

a = Repetitividade - mesmo dia , mesmo analista € mesmo equipamento.
b = Precisdo intermedidria: trés dias diferentes, mesmo analista e mesmo
equipamento

4.- Conclusao

O método proposto mostrou, por meio dos parametros de
validacao, ser eficiente e confidvel para a determinagdo dos
herbicidas tebutiuron, hexazinone, atrazina e diuron em
amostras de dgua subterrinea. A extracdo em fase sélida
apresenta vantagens sobre a extragdo liquido-liquido, pois
um volume maior de amostra pode ser utilizado, -
diminuindo desta forma os limites de deteccdo e
quantificagdo.
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