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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi validar a metodologia que permita esta quantificagao.
Apos selecao da coluna, tendo-se optado pela coluna de troca cationica Shim—Pack
WCS-1 e, as seguintes condigdes cromatograficas: temperatura da coluna 40°C; fase
movel: fosfato de amonio 0,0125M; fluxo: 0,2mL min.! e detector de absorbancia
operando a 276nm, o método foi aplicado em ensaio de degradacdo de carbendazim,
utilizando meio de cultura batata-dextrose (BD-50%) para a determinacdo das
percentagens de recuperagdo do fungicida. O procedimento de extracdo utilizado neste
trabalho permitiu a determinacao dos residuos de carbendazim com alta sensibilidade. A
detec¢do positiva por CLAE foi baseada no tempo de reten¢do e no espectro do detector
de conjunto de fotodiodos. A confirmacdao do pico foi possivel pela comparagdao do
tempo de retencdo e o espectro de absorbancia em ultravioleta da molécula teste,
indicando indice de similaridade variando entre 0,99 e 1 entre a solucdo padrao de
carbendazim e o meio de cultura suplementado com o fungicida.

INTRODUCAO

Carbendazim e benomil sdo compostos pertencentes ao grupo dos benzimidazois,
possuem atividade fungicida e compartilham o mesmo modo de acao, isto ¢, interferem
na mitose dos fungos, inibindo principalmente o desenvolvimento dos tubos germinais,
a formagao dos apressorios e o crescimento micelial (Davidse, 1982; Tomlin, 2000). No
Brasil em 2001, 23% do uso de fungicidas utilizados pertenciam a classe dos
benzimidazois (Andef, 2003), que continuam entre os principais fungicidas utilizados na
agricultura por controlar varios fungos patogénicos, além de apresentar caracteristicas
acaricidas (Rajagopal et al.,1984).

Por causa disso ha um grande interesse na quantificacdo desses compostos nas
avaliacdes de seu destino ambiental e em estudos sobre o seu efeito em organismos nao
alvo.

A degrada¢do dos benzimidazdis no solo segue os mecanismos gerais da
degradagdo de pesticidas sendo que a rota principal é a microbiologica (Tomlin, 2000).
Uma completa degradagdo ¢ alcangada apenas por meio de um pequeno niimero de
linhagens microbianas que sdo capazes de crescer utilizando o pesticida como Unica
fonte de carbono (Alexander, 1999). Experimentalmente a avaliacdo qualitativa e
quantitativa da dissipacdo de um pesticida ¢ feita por diversas técnicas, tais como o
emprego da cintilagdo liquida com compostos radiomarcados (Musumeci et al., 1980;
Singh & Chiba, 1993) ou com a utilizagdo de cromatografia liquida ou gasosa (Dhoot &
Rosario, 1993; Bernal et al., 1997). A técnica cromatografica permite o
acompanhamento simultdneo do desaparecimento do produto e o aparecimento de
compostos intermedidrios ou metabdlitos. Os fungicidas benzimidazois sao dificeis de



determinar por cromatografia gasosa devido a sua polaridade e sdo preferencialmente
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Watkins, 1976).
Existem relatos de determinacdes por fase reversa (Austin et al., 1976; Belanger, 1989;
Singh & Chiba, 1993), fase normal (Bichi et al., 1989), ou troca idnica (Kirkland et al.,
1973). Porém, poucos foram os métodos que separaram o carbendazim (CB) do seu
produto de degradagdo 2-aminobenzimidazol (2-AB).

O objetivo deste estudo foi determinar as condi¢des experimentais para separagao e
quantifica¢do de carbendazim e seu metabolito 2-AB por CLAE e validar um método de
extragdo deste do meio de cultura para aplicacdo nos ensaios de biodegradacdo. Que
seja de nosso conhecimento, ndo foi abordado até o momento na literatura, nenhum
método de determinacdo direta de carbendazim como proposto no presente trabalho,
através de cromatografia de troca cationica e conjunto de fotodiodos.

MATERIAL E METODOS
1. Reagentes

Acetato de etila, para andlise de residuos, 99% puro; fosfato de amonio
monobasico, para analise em CLAE, 99% puro; acido cloridrico fumegante, para
analise; carbendazim, padrao analitico 99% puro, ¢ o correspondente grau técnico, lote
D033, 99%  puro, cedidos pela Empresa Hoechst, Sio Paulo, SP/Brasil. 2-
aminobenzimidazol, padrao analitico 99% puro, Lab. Dr. Ehrenstorfer.

2. Equipamentos

Os procedimentos analiticos foram conduzidos utilizando-se um cromatografo
liquido marca Shimadzu modelo LC-10AD, acoplado a um detector de ultravioleta com
conjunto de fotodiodos, marca Shimadzu modelo SPD-M6A, equipado com um sistema
deliberador de solvente, um autoinjetor Shimadzu modelo SIL-10A e um forno
Shimadzu modelo CTO-10A.

3. Condig¢oes cromatograficas

Utilizou-se coluna de troca cationica Shim-Pack WCX-1 de 5cm de comprimento
por 4mm diametro interno. As condi¢des cromatograficas foram: temperatura da coluna
40°C; fase movel: fosfato de améonio 0,0125M; fluxo: 0,2mL min.”; comprimento de
onda 276nm; volume de injecdo 50uL. Nessas condi¢des os tempos de retengdo do
carbendazim e do 2-aminobenzimidazol foram de aproximadamente 4,5 ¢ 16 minutos,
respectivamente.

A quantificagdo foi feita por interpolacao utilizando-se regressao linear de curvas de
calibragdo obtidas com solugdes padrdes de carbendazim versus a resposta (area do
pico), obtida no cromatograma. Para o intervalo de concentragdes utilizado (10-
100pg.mL™"), a correlagdo obtida foi de R*=0,999. As curvas foram obtidas com pelo
menos 5 pares de concentragdo versus a resposta e foram construidas para cada
determinagdo efetuada. Em amostras de meio de cultura fortificadas a 100pug.mL™" as
porcentagens de recuperagdo variaram em torno de + 70%.



4. Aplicaciao do método

O método foi aplicado para um ensaio de degradagdo de carbendazim utilizando-se
meio de cultura batata-dextrose (BD 50%): caldo de batata, 10mL; dextrose, 10mg;
agua destilada, 1L. Este meio foi suplementado com CB (100pg.mL’), para
determinagdo das porcentagens de recuperagdo do fungicida. Para tanto, Erlenmeyers
contendo 150mL de meio de cultura (BD-50% + CB) foram incubados sob agita¢do
constante (180rpm) a 28°C+1°C por periodos de 1, 2, 4, 7, 15 e 30 dias.

A determinagdo quantitativa da molécula parental, realizada a partir do primeiro dia
apds a incubagdo, foi conduzida por cromatografia de troca iOnica apoOs extragdo e
purificagcdo das amostras. As etapas desse processo seguiram a metodologia descrita por
Austin & Briggs (1976) modificada por Silva (1996), descrita na Figura 1.

Meio de cultura liquido (150mL); pH7
Filtragao

Extragdo com acetato de etila (2x50mL)

v

Fase aquosa Fase organica

HC1 0,IN (2x5mL)

| v

Fase aquosa Fase orgénica

Ressuspensdo em fosfato de
amodnia monobasico 0,0125M

Analise em CLAE

Figura 1. Etapas do processo de extragdo e purificacdo das amostras contendo carbendazim e 2-AB.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 descreve os resultados obtidos para a separacdo de carbendazim de 2-
AB em colunas de fase reversa e de troca catidnica utilizados neste desenvolvimento.



Tabela 1. Colunas, fase movel e condi¢des cromatograficas utilizadas na validagdo da metodologia para
quantificacdo de residuos de carbendazim.

Tempo de Fluxo Absorbancia
Colunas retengdo (mL min.™") (nm) Fase movel (v/v)
CB 2-AB
Zorbax ODS, 25cm x 3,66 -- 1 280-290 acetonitrila: agua (50/50)
4,6mmx5Sum
Nova Pack Cl18: 1,2 1,4 1 280-290 acetonitrila: agua (50/50)
15cmx3,9mmx5um
Nova Pack Cl18 1,53 1,46 0,5 280-290 acetonitrila: agua (50/50)
15cmx3,9mmx5um
Nova Pack C18: 093 0,93 0,5 280-290 acetonitrila: agua (85/15)
15cmx3,9mmx5Sum
Nova Pack C18: 2,16 1,96 0,5 280-290 acetonitrila:acetato de amonio
15cmx3,9mmx5um (68/32) ¢ (85/15)
Lichrospher 100 RP-18, 1,03 1,1 0,5 280-290 acetonitrila:agua (85/15)
Sum; 12ecmx4mm
Shim-Pack WCX-1, S5cm x 4,36 16,49 0,2 276 Fosfato de aménio 0,0125M
4mmxSpum pH 4,6

A variag¢do de comprimento da coluna, relagdao de solventes da fase movel, variagdo
de fluxo e utilizagdo de tampao acetato de amonio pH 4,67 (0,0125M) nao ofereceram
separagdo dos compostos (Figura 2a). A separagdo foi obtida quando se utilizou coluna
de troca cationica e fase movel com tampao fosfato de amonio, variando o pH entre 4,6
a 6,0 (Figura 2b). Optou-se por trabalhar em pH 4,6 (0,0125M) devido a excelente
separagdo ¢ menores tempos de retencdo. Porém a utilizagdo de coluna de troca
cationica para a separacdo cromatografica, demandou para a aplicacdo do método em
ensaios de biodegradagdo uma extragdo prévia dos compostos do meio de cultura, uma
vez que este € rico em cations que podem competir por sitios ativos do suporte da
coluna prejudicando a sua resolugdo. Esta coluna permitiu a determinagdo de CB e 2-
AB por periodos prolongados sem modificagdes das caracteristicas cromatograficas. No
entanto, foi observado ser necessario a sua regeneragao periddica, devido a deposi¢do de
tracos de cations presentes na fase mével.

(a)



(b)

Figura 2. Cromatogramas mostrando separagdo de carbendazim e 2-aminobenzimidazol. a) separagao
em fase reversa, coluna Nova Pack C18, fase moével acetonitrila:agua (85:15), fluxo ImL min™,
comprimento de onda 280-290nm e b) separacdo por troca catidnica, coluna Shim Pack WCX-1, fase
movel fosfato de amonio dibésico 0,025M, pH 6,0; fluxo 0,2mL min”' e comprimento de onda 276nm.

Concentragdes da ordem de 0,3pug mL™" de carbendazim e 0,1pg LI de 2-AB foram
passiveis de deteccdo. Ensaios de recuperagdo efetuado com padrao de carbendazim,
foram de £70% para carbendazim e +30% para o metabolito 2-AB. Portanto, o
procedimento de extragdo utilizado nesse trabalho permitiu a determinagdo de
carbendazim e de 2-AB, em meio de cultura liquido.

A Tabela 2 descreve os resultados de recuperacdo de carbendazim, aplicado na
concentragdo de 100mg mL™" em meio de cultura BD-50% e incubados de 1 a 30 dias.
Este resultado foi obtido com a aplicacio do método descrito, nas amostras controle,
dos ensaios de biodegradagao.

Tabela 2. Recuperacdo de carbendazim (%) em meio de cultura (BD-50%) suplementado com o
fungicida carbendazim (100ug mL™)

Tratamento* Dias
1 2 4 7 15 30
M.C.+CB 70,45 75,21 72,86 71,78 70,25 70,93

*Legenda: CB = carbendazim; M.C. = meio de cultura

O método permitiu recuperagdo acima de 70% para CB. A formacgao de 2-AB nao
foi observada nos ensaios de biodegradacdo, quando utilizado Alternaria alternata
como fungo degradador. Segundo Kirkland et al. (1973) este metabolito é mais sujeito a
variag¢do que o carbendazim e ¢ mais dificil de extrair, devido a sua maior polaridade e a
possibilidade de rea¢do dos grupos amino livres da molécula com outros componentes
do substrato.

Uma vez que as técnicas cromatograficas permitem a separacgao e a quantificacdo do
composto parental e dos produtos de degradagdo, pode-se afirmar, considerando que a
maioria dos fungicidas benzimidazo6is absorvem fortemente a luz ultravioleta, que a
separagdo nos fornece uma quantificagdo confiavel de carbendazim. Esta seletividade €,
em grande parte, resultado da alta eficiéncia da coluna de troca catidnica usada nesse



estudo. A quantificacdo foi baseada na comparagdo da area do pico da amostra em uma
curva de regressdo linear derivada dos padrdes controle.

A confirmacdo da identidade do pico foi possivel pela comparagdo do tempo de
retengdo e o espectro de absorbancia em ultravioleta do carbendazim. As figuras 3 ¢ 4
demonstram o cromatograma tridimensional e o espectro de absorbancia da molécula de
carbendazim, respectivamente, indicando indice de similaridade variando entre 0,99 a 1

entre a solucdo padrdo de carbendazim e o meio de cultura suplementado com o
fungicida.

#EPI-HEA TPOST AMALYSIE 3-Timensional Chromatooram HOME ' —*Pagad
Filo Mo HECETE RIT: : B

1.aa | 3

A

£Hul

slunn
bizon . o 3 a & e
= Tipetaimd: .08 TR a n ) 2e0 06
FILE KAME: HECZTG DATR: 05-16=1008

HUOEAGE POME (mindz 0 - 17.4 LAMS STATIS:D2 #=4 195-G00(nnl TIME CONST. (8i: 2

HETTI-HEA FOST AMALY!

ile Name

SI% 3-Dimensional Chronatopran ‘HOHE ‘ —¥PageZ
L

cnua

v.aes
B.uoe a " = ax a0 20
= Timcisind: 0.0 TR wE T Tan 00 6
EILE KAME: ALTE NATR:z 05-16-L05%

ATORAGE TTHE (minb: & - &0 LCAME BEailz: 18 444 AGE-J80 (nn) TIME CONRT. f=). 0

#SPD-HAas  POST ANALYSIS 3-Dinewsional Chrometoaran ‘HORE' —Prgel
i § e
oAUz C
T
Bk
[-ECE-3)
c.ams
G.2an
cozmn & Gor, u = 2 18 ac
5 Tima(nind: 0.00 = TBRTET o sz 00 80
FILE HAME: ALTES DATE: D2-16-1596

ATORACE TOMElmind 0 - 20 LAME STATUS:DD ees TA5=5E0(un) UHHE OONST. (sh: @

Figura 3. Cromatograma tri-dimensional da molécula de carbendazim em trés diferentes condigdes: A)

padrdo de carbendazim; B) meio de cultura + carbendazim; C) meio de cultura + carbendazim +
Alternaria alternata.
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Figura 4. Espectro de absorbancia da molécula de carbendazim em diferentes amostras: A) padrio de
carbendazim; B) meio de cultura + carbendazim; C) meio de cultura + carbendazim + Alternaria
alternata; D) indice de similaridade entre A e C; E) indice de similaridade entre A ¢ B; F) indice de
similaridade entre B e C.

CONCLUSAO

- O método apresentado permitiu a determinacdo quantitativa de carbendazim com
seletividade e sensibilidade adequada aos objetivos do trabalho de
biodegradacao

- Esta seletividade foi resultado da utilizacao de cromatografia de troca cationica.
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