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RESUMO

No presente trabalho foi desenvolvido e validado um método de analise para o
herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e os principais pardmetros analiticos
sdo apresentados, bem como sua aplicacdo na determinacdo do herbicida em agua
natural superficial. No desenvolvimento do método analitico usou-se a cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para
detecgdo e quantificacdo do 2,4-D no comprimento de onda de 230 nm. No preparo das
amostras foi utilizada a técnica de extracdo em fase solida (EFS) e determinou-se o
volume adequado para pré-concentragdo em cartuchos C-18, obtendo-se para 100 mL de
amostra recuperagoes superiores a 80% que diminuiram sensivelmente para maiores
volumes de amostra. O método de EFS utilizado foi eficiente para extracdo e
concentragdo de 2,4-D em agua de rio, apresentando bons resultados de recuperacao,
repetitividade e baixos valores para intensidade de efeito matriz. O método
cromatogréafico mostrou-se linear, na faixa de 5 pg L™a 100 pg L™, seletivo, preciso e
robusto, com Limite de Detec¢io (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ) de 2,5 ug L™ 5
ng L7, respectivamente. A robustez do método foi avaliada pelo teste de Youden. O
método mostrou-se adequado para a investigagdo de 2,4-D em amostras de agua natural
superficial. A avaliacdo da toxicidade aguda do 2,4-D foi feita para organismos
aquaticos (Artémia Salina), ndo se observando efeito toxico para as concentragdes
testadas, entretanto, seu principal produto de degradacdo, 2,4-diclorofenol, mostrou-se
extremamente toxico para os organismos-teste, em niveis de concentracdo de 14,88 e

13,73 mg L™ para 24 e 48 horas de exposi¢do, respectivamente.



ABSTRACT

In the present work a analytical method for the herbicide 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) has been developed and validated and the main
analytical parameters are presented, as well as its application in the determination of the
herbicide in natural surface water. In the development of the analytical method, high-
performance liquid chromatography coupled to a photodiode array detector (HPLC-
PDA) was used for the detection and quantification of 2,4-D at the wavelength of 230
nm. In the preparation of the samples, the adequate volume for pre-concentration in
Solid Phase Extraction (SPE) cartridges was determined, obtaining recoveries greater
than 80%, which decreased significantly for larger sample volumes. The SPE method
was efficient for extraction and concentration of 2,4-D in river water, presenting good
results of recovery, repetitiveness and low values for matrix effect intensity. The
chromatographic method was linear, in the range of 5 pg L™ to 100 ug L1, selective,
accurate and rugged, with Limit of Detection (LOD) and Limit of Quantification (LOQ)
of 2.5 ug L™ and 5 pg L™, respectively. The robustness of the method was evaluated by
Youden test. The method was adequate for the investigation of 2,4-D in surface natural
water samples. The evaluation of acute toxicity of 2,4-D was made to aquatic organisms
(Artémia Salina), and toxic effect was not observed for the concentrations tested.
However, its main degradation product, 2,4-dichlorophenol, showed up extremely toxic
to test organisms at concentration levels of 14.88 and 13.73 mg L™ for 24 and 48 hours

of exposure, respectively.
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1. INTRODUCAO

A agricultura ¢ uma das principais atividades na economia brasileira, representando
assim um setor importante no equilibrio da balanga comercial. De 2005 a 2014 a quantidade
de agrotoxicos utilizada no pais teve um aumento acima de 190%, ultrapassando a
média mundial que é de 93% (IBGE, 2015). O estado do Maranhdo é eminentemente
agricola e, na regido nordeste do pais, destaca-se como o segundo maior consumidor de
agrotoxicos, sendo o nono no ranking nacional, utilizando cerca de 21 kg/ha de area
plantada. Semelhante ao comportamento nacional, o estado apresentou taxa de consumo
de agrotoxico crescente, sem aumento proporcional na area plantada. Tal
comportamento tem sido atribuido ao aumento da produtividade agricola
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013; SAGRIMA, 2016). No entanto, ¢ possivel que
também esteja relacionado ao uso excessivo de agrotoxicos, pratica comum nos meios
agricolas, onde cerca de 40 % do total aplicado € superior ao necessario e se perde para
o ambiente (WANG, et al, 2017; ABREU E ALONZO, 2016; MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).

Buscando maior produtividade e melhor qualidade dos produtos, ¢ comum a
utilizacdo de grande variedade de principios ativos de agrotoxicos, os quais sdo
pulverizados sobre as plantacdes, sendo diretamente liberados para o meio ambiente,
atingindo as Aaguas superficiais e subterraneas. Atualmente ha cerca de 1700
ingredientes ativos com uso autorizados no Brasil (ANVISA, 2017). Assim, pode-se
considerar que a maior parte da populacdo estd exposta, de alguma forma, a tal

contaminacio (HELLER, e al, 2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A utilizagdo de agrotoxicos tornou-se uma das principais causas da
contaminacdo das aguas no Brasil, devido a intensa utilizagdo de tais produtos (WANG,
et al, 2017; ABREU E ALONZO, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Estes
produtos podem causar diversos efeitos colaterais aos organismos aquaticos e a saude
humana, dependendo do principio ativo envolvido. Entre os principais efeitos, pode-se
citar problemas no sistema nervoso central, nos sistemas cardiovascular e reprodutivo,
além do aumento de varios tipos de cancer (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES
AND DISEASEREGISTRY, 2007).

Dentre os agrotoxicos mais utilizados no Brasil ¢ no mundo, o herbicida acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € um dos mais comuns e antigos (AMARANTE JR, et
11



al, 2014). E classificado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
como um herbicida hormonal de toxicidade I, portanto “extremamente tdxico”.
Semelhante classificagdo ¢ dada por orgdos internacionais, tais como a Organizacao
Mundial de Saude e a Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos. Em
condi¢des ambientais, o 2,4- D e alguns dos seus derivados sdo soélidos cristalinos,
soluveis em aguas naturais persistindo de duas a quatro semanas (AMARANTE JR, et
al, 2014).

O principal metabolito do 2,4-D ¢ o 2,4-diclorofenol, o qual foi relatado por
diversos autores (AMARANTE JR. et al, 2014; QIUA, et al, 2016) ser mais toxico que
0 composto originario, podendo causar uma série de efeitos adversos a satde de muitos

organismos aquaticos assim como dos seres humanos.

Tem-se, portanto, necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos que
produzam resultados confiaveis e condizentes com os limites permitidos pela legislagao,
para determinacdo de agrotoxicos em matrizes ambientais. Para tanto, ¢ necessaria
metodologia devidamente validada. Os pardmetros de validagdo a serem analisados sdo
a seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limite de detec¢@o, limite de quantificacao,

Tendéncia/ recuperagdo, exatiddo, precisdo e robustez (INMETRO, 2011).

Tradicionalmente sdo utilizadas as técnicas cromatograficas para fazer a analise
de residuos de agrotoxicos, pois estas fornecem uma capacidade de separacdo,
identificacdo e quantificacdo quando utilizados detectores apropriados. As técnicas
cromatograficas mais utilizadas sdo a Cromatografia Gasosa (CG) e a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), podendo a tltima ser acoplada a diferentes
detectores, como por exemplo, o espectrdmetro de massas (MS), o detector de arranjos

de diodos (DAD) e o detector UV-vis.

Normalmente, para que seja possivel a determinag@o de residuos de agrotoxicos
em matrizes ambientais € necessario um pré-tratamento da amostra para remover os
interferentes presentes na matriz (CALDAS, et al, 2011; QUEIROZ, et al, 2001;
JARDIM, 2010). Dentre as técnicas de preparo de amostras podem-se citar a extracao
em fase solida (EFS), a microextragdo em fase solida (MEFS), a extra¢do sortiva em
barra magnética (SBSE), extragdo com fluido supercritico (SFE) e a extracdo liquido-

liquido (ELL).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Poluicido dos Recursos Hidricos

Do verbo latino polluere, o termo “poluicdo” significa sujar. Ou seja, indica a
ocorréncia de alteragdes prejudiciais no meio ambiente (MINISTERIO DA SAUDE,
2006). Rotineiramente os termos contaminagdo e poluicdo ambiental sdo usados como
sindénimos, entretanto, ha diferencas significativas entre estes termos. Contaminacgdo diz
respeito a ocorréncia de alguma substancia ou outro fator que altera a composicao do
meio, mas ndo causa danos a este. Ja poluicdo, ¢ utilizado nos casos em que a presenca
do contaminante causa efeitos adversos ao meio (HARRISON, 2001).

As principais causas de contaminagdo das aguas sdo o grande crescimento
populacional e a expansdo das atividades industriais e agricolas, sendo que esta
expansdo esta diretamente relacionada ao crescimento populacional, pois € necessaria
uma intensa transformacdo de matérias-primas em bens de consumo, gerando grande
quantidade de residuos, cujo destino final ndo ¢ definido. Assim, a qualidade do
abastecimento publico de 4agua ¢ uma preocupagdo crescente, pois a escassez dos
recursos hidricos e a deterioracdo dos mananciais podem influenciar diretamente nas
caracteristicas da qualidade das aguas.

A introdugdo de substancias artificiais e estranhas ao meio, como o langamento
de agrotoxicos em rios ¢ uma das trés principais formas de contaminagdo das aguas. As
outras duas formas sdo a introducdo de substancias naturais e estranhas ao meio, como o
aporte de sedimentos as aguas de um lago e alteracdo na propor¢do ou nas
caracteristicas dos elementos constituintes do proprio meio, como a diminui¢ao do teor
de oxigénio dissolvido nas aguas de um rio em decorréncia da presenca de matéria
organica (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Apesar dos cuidados com a qualidade dos mananciais de captagdes de aguas
superficiais destinada ao abastecimento humano, estes estdo expostos a fatores que
comprometem a qualidade das aguas captadas. O esgoto sanitario, os residuos de
agrotoxicos e a destina¢do inadequada do lixo foram relatados como responsaveis por
72% das incidéncias de contaminagdo na captacdo em mananciais superficiais. Entre as
trés formas de captacdo, a de agua superficial foi a que apresentou maior incidéncia de

problemas com fontes de poluicdo ou contaminagdo (IBGE, 2011).
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A vigilancia em saide ambiental no Brasil ¢ regulamentada pela Instrucdo
Normativa n° 01, de 07 de marco de 2005, Portaria n® 1.172/2004 GM, que estabelece as
competéncias da Unido, Estados, Municipios e Distrito Federal na area de vigilancia em
saude ambiental no pais. E importante destacar que tanto a qualidade da 4gua quanto a
sua quantidade e regularidade de fornecimento sdo fatores determinantes para o
acometimento de doengas no homem. Portanto, o estudo da contaminagdo de aguas
superficiais por agrotoxicos ¢ de suma importancia, tendo em vista as consequéncias
que podem causar aos seres humanos e ao meio ambiente.

A Portaria N° 2914 de 12/12/2011, do Ministério da Saude, dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e
seu padrao de potabilidade, regulamentando os limites maximos de algumas substancias
quimicas que representam risco a saude. Sao regulamentadas por esta portaria algumas
substancias quimicas, tais como os metais cobre, niquel, mercurio, cadmio, etc. Sdo
também regulamentadas substancias organicas como benzeno, estireno, tetracloroeteno
e alguns agrotoxicos, como o alaclor, atrazina, diuron, 2,4-D, entre outros. Entretanto,
dos mais de 500 ingredientes ativos de agrotoxicos existentes apenas 27 deles sdo

regulamentados pela portaria.

2.2. Monitoramento de Agrotéxicos em Agua para Consumo Humano no
Brasil

Para obtengdo de agua potavel sdo necessarios processos de tratamento
adequados as peculiaridades da agua do manancial (HELLER, et al, 2006). A presenca
de agrotoxicos nos mananciais pode trazer dificuldades para o tratamento da agua
devido a necessidade de tecnologias mais avangadas do que as tradicionalmente
utilizadas. Por isso, ha uma crescente necessidade de desenvolvimento de métodos
analiticos que produzam resultados confidveis para determinacdo de residuos de
agrotoxicos em matrizes ambientais.

A grande dificuldade de adog¢dao de medidas que impegam a contaminac¢do dos
rios e lagos por agrotoxicos se da devido a forma difusa com que ocorre o transporte de
tais substancias. Além de sua dificil biodegradabilidade, muitos desses compostos
apresentam caracteristicas carcinogénicas, mutagénicas e até mesmo teratogénicas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). O Brasil, desde 2008, é considerado um dos paises

que mais consome agrotoxicos. Logo, os riscos relacionados a exposi¢do humana a essas
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substancias quimicas, presentes em diferentes compartimentos ambientais, sdo uma
realidade no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Estes produtos podem causar
efeitos adversos ndo somente aos seres humanos, mas principalmente aos organismos
aquaticos, pois ao atingir as aguas dos rios e lagos entram em contato direto com tais
seres Vivos.

No Brasil, desde 2007 sao realizadas andlises para monitorar agrotdxicos e a
qualidade da agua pelo Ministério da Satide. Os dados do percentual de municipios
monitorados quanto a presenga de agrotoxicos em agua para consumo humano, por
regido geografica no Brasil de 2011 a 2014 estdo representados na figura 1. A regido
brasileira que ha mais registros de dados quanto ao monitoramento destes produtos em

agua ¢ o Centro-oeste, enquanto a que menos apresentou tais dados foi a regido

Nordeste.

Figura 1: Percentual de municipios monitorados quanto a presenga de agrotoxicos em
agua, no periodo de 2011 a 2014.
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Fonte: SISAGUA, 2014

Entretanto, para o estado do Maranhdo, segundo o Ministério da Saude (2014),
ndo ha dados de controle nem monitoramento até o ano de 2012. Em 2013, apenas um
municipio maranhense apresentou dados de monitoramento de agrotoxicos em agua. Em
2014, sete municipios apresentaram tais dados. A situacdo, tanto de monitoramento
quanto de controle de agrotoxicos no Brasil para o ano de 2014, esta representada na
Figura 2. Pode-se ver que houve um aumento do nimero de cidades e municipios que

aderiram ao monitoramento de residuos de agrotoxicos em agua, porém esse nimero
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ainda ¢ pequeno, considerando que a maioria dos estados brasileiros tem a agricultura

como uma das principais atividades econdmicas.

Figura 2: distribuicdo espacial dos municipios que realizaram o monitoramento de
agrotoxicos em agua para consumo humano no brasil, em 2014.
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Fonte: SISAGUA, 2014.

2.3. Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e seu principal metabélito, 2,4-
diclorofenol (2,4-DCF)

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos herbicidas mais comuns e
antigos do mundo. E comercializado em formulacdes de sais de amina e éster, sendo de
acdo pos-emergente (CASTRO, 2010). Usado ha bastante tempo, o 2,4-D e outros
produtos fenoxiacéticos continuam sendo mundialmente usados como ferramentas
basicas na agricultura moderna (MEKONEN, et al, 2016; MASSEY, et al, 2014;
MORGAN, 2015; PINHEIRO, et al, 2010; XIONG, et al, 2014; HARRAHY, et al,
2014; WIINJA, et al, 2014; DONALD, et al, 2007), devido as suas vantagens como
herbicida seletivo de folha larga.

Valores de meia-vida do 2,4-D em solos variam de 6,4 dias em solos minerais a
8,3 dias em solos organicos (AMARANTE JR., 2014). Em 4guas naturais, possui maior
persisténcia, podendo chegar até 4 semanas, dependendo das condi¢cdes no ambiente
aquatico. Suas propriedades quimicas assim como sua estrutura sdo apresentadas na

Tabela 1. Este principio ativo é comercializado em mais de 1500 produtos diferentes e
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em algumas formulacdes de misturas de herbicidas, o que pode aumentar seu carater

toxico.

Tabela 1: Estrutura molecular e propriedades quimicas do 2,4-D.

[0}
O\)L Acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
OH
Ji:( Férmula Molecular: CgH¢CI1,05
Cl Cl

Solubilidade em agua a 25 °C /(g L) 0,9

pKa 2.6

Log Kow 2.58 -2.83

Tempo de meia-vida em dguas naturais 2 a 4 semanas

O 2.,4-diclorofenol (2,4-DCF) é o metabolito intermediario da degradagdo do
2,4-D e que possui consideravel toxicidade. A degradacdo do herbicida 2,4-D requer,
portanto, atencgdo especial, pois ha formacao de produtos intermediarios que podem ser
mais toxicos que o composto original. O 2,4-DCF ¢ um composto ndo biodegradavel,
possui odor caracteristico, ¢ muito solivel em agua, tem certa mobilidade em solos e
pode estar presente no ambiente aquatico de diversas formas, seja adsorvido em solidos
suspensos ou em sedimentos bentonicos (RESENDE, 2011). Suas propriedades

quimicas estdo resumidas na Tabela 2.

Tabela 2: Propriedades quimicas do 2,4-diclorofenol.

o oH 2,4-diclorofenol (2,4-DCF)
\© Férmula Molecular: C¢H,OCl,
Cl
Solubilidade em agua a 20 °C (g L) 4,6
pKa 8,05
Log Kow 3,06

2.4. Técnicas Cromatograficas para Analise de Agrotoxicos em agua.

Atualmente, a maioria dos agrotoxicos usados possui carater relativamente polar,
e, por isso, dificilmente determinados por Cromatografia Gasosa sem uma etapa prévia
de derivatizacdo, o que aumenta o custo das analises. Em contrapartida, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia ¢ uma alternativa viavel para a analise de tais substancias,
pois além de ndo ser preciso a etapa de derivatizacdo, esta técnica permite a analise se

substancias termicamente instaveis. Frequentemente sao publicados trabalhos utilizando
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cromatografia liquida e cromatografia gasosa, acopladas a Espectrometria de Massas na
determinagdo de residuos de agrotdxicos. Entretanto, métodos que utilizam CLAE com
deteccdo por arranjo de diodos (DAD) ainda sdo empregados, principalmente para a
analise de herbicidas mais polares, pois ndo demandam um elevado investimento em

instrumentagao.

2.5. Extracido em Fase Solida

Uma das técnicas de preparo de amostras mais utilizadas em matrizes ambientais
¢ a Extracdo em Fase Solida (EFS). Esta técnica permite a detecgdo de analitos em
concentragdes muito baixas. E utilizada para extrair analitos semivolateis e ndo volateis
de amostras liquidas, mas também pode ser usada para amostras solidas pré-extraidas
com solventes. A fase solida utilizada para extrair e concentrar os analitos sdo também
denominadas de adsorventes, as quais sdo recheadas em cartuchos, nas formas de barril
ou seringa (JARDIM, 2010).

Na SPE os analitos presentes em matriz aquosa sdo extraidos, apos passarem por
um cartucho contendo sorvente. Normalmente, utiliza-se um solvente organico seletivo
para remover os interferentes e outro para eluir os analitos de interesse
(BARRIONUEVO, 2001). Os materiais utilizados como adsorventes nos cartuchos, em
geral, s3o semelhantes aos usados em cromatografia liquida (QUEIROZ, 2001).

A remocao de interferentes da matriz, o isolamento e concentracdo dos analitos
sdo os principais objetivos da EFS. Portanto, na técnica parte-se de um grande volume
de amostra para um volume pequeno permitindo, assim, a analise tanto qualitativa
quanto quantitativa, em nivel de tragos. O fator de concentragdo ¢ obtido pela razdo
entre o volume inicial de amostra aplicado no cartucho e o volume final de solugdo

concentrada (JARDIM, 2010).

2.6. Validacido de Método Analitico

A validagdo de métodos analiticos ¢ fundamental para demonstrar que os
resultados obtidos sdo confidveis e de qualidade. Através de estudos experimentais
deve-se garantir que o método atenda as necessidades das aplica¢des analiticas a que se
destina assegurando a confiabilidade dos resultados mediante critérios objetivos

(INMETRO, 2011; ANVISA, 2016).
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Dependendo do uso pretendido de um método analitico, hd muitos pardmetros
que devem ser validados. Pois, um método validado elucida problemas imprevisiveis
durante a rotina de trabalho (CHAUHAN, 2015). Os parametros de validacdo devem
incluir, quando aplicavel, a especificidade e seletividade, linearidade, faixa de trabalho e
faixa linear de trabalho, sensibilidade, limite de detec¢do, limite de quantificacdo,

exatiddo e tendéncia, precisdo, robustez e incerteza de medicao (INMETRO, 2011).

2.6.1. SELETIVIDADE E ESPECIFICIDADE

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas a detec¢do. Um método
especifico ¢ aquele que produz resposta para apenas um analito. Se, no entanto, produz
respostas para varios analitos e ¢ possivel distinguir a resposta de cada analito, ¢
chamado seletivo. A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medi¢@o. Tais componentes podem aumentar ou reduzir o sinal analitico
(INMETRO, 2011).

Em métodos cromatograficos, devem-se tomar as precaugdes necessarias para
garantir a pureza dos picos cromatograficos. Para isso, varios testes e suas estatisticas
correspondentes podem ser utilizados para o estudo da seletividade, dependendo da
disponibilidade do analito, da matriz sem o analito e de amostras de referéncia nas

concentragdes de interesse (ANVISA, 2016).

2.6.2. LINEARIDADE E FAIXA LINEAR DE TRABALHO

Linearidade expressa a capacidade de um método analitico produzir resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma dada faixa de
concentragdo. Este parametro pode ser obtido por padronizacdo interna ou externa e
formulado como expressdao matematica usada para o calculo da concentragdo do analito
a ser determinado na amostra real INMETRO, 2011; ANVISA, 2016).

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos
experimentos em fungdo da concentracdo do analito ou entdo calculada a partir da
equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos quadrados. O
coeficiente de correlagdo linear (R?) é frequentemente usado para indicar o quanto pode
ser considerada adequada a reta como modelo matematico (INMETRO, 2011;

ANVISA, 2016). Para o estabelecimento da linearidade deve-se utilizar no minimo
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cinco concentragdes diferentes para as solu¢des em triplicata, conforme o caso em

estudo (ANVISA, 2016).

A faixa linear de trabalho de um método analitico € o intervalo entre os niveis
inferior e superior de concentragdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinagcdo com a precisdo, exatiddo e linearidade exigidas. No limite inferior da
faixa de concentragdo, os fatores limitantes sdo os valores dos limites de detecgdo e de
quantificacdo. J& no limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de

resposta do equipamento de medigdo (INMETRO, 2011).

2.6.3. SENSIBILIDADE

Segundo o INMETRO (2011), a sensibilidade é um parametro que demonstra a
variacdo da resposta em funcdo da concentracdo do analito. Pode ser expressa pela
inclinacdo da reta de regressdo da curva analitica e ¢ determinada simultaneamente com

os testes de linearidade. Pode ser expressa pela seguinte equagdo:

=— (Eq. 1)

Onde: S = sensibilidade; dx = variagdo da resposta; dc = variacdo da concentragao.

2.6.4. LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO
Q)

A menor concentracdo do analito de interesse que pode ser detectada pela
técnica instrumental ¢ denominada LD, enquanto LQ é a mais baixa concentragdo que
pode ser quantificada dentro dos limites de precisdo (0 a 15%) e exatiddo do método
durante as operagdes de rotina do laboratorio (INMETRO, 2011). Mediante a equagdo
da reta obtida com a curva analitica ou pelo método visual, chamado método sinal-
ruido, € possivel determinar ambos os limites. A ANVISA (2016) recomenda que o LD
seja de 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base e para a determinacao do limite de
detec¢do baseada em parametros da curva analitica, o limite de deteccdo pode ser
calculado por:

ID =33 » — (g 2)
' Ic

Em que: IC ¢ a inclinag@o da curva de calibragdo, ¢ € o desvio padrao.
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J4 para a determinacdo do limite de quantificagdo pelo método sinal-ruido,
recomenda-se que o LQ seja 10 vezes maior que o ruido da linha de base. Baseado em

parametros da curva analitica, o LOQ pode ser calculado por:

ID =10 + — (g 3)
Ic

Em que: IC ¢ inclinacdo da curva analitica; ¢ o desvio padrdo residual da linha de

regressao.

2.6.5. PRECISAO

Precisdo diz respeito a avaliacdo da dispersdo de resultados entre experimentos
independentes quando executados sob as mesmas condi¢des, sendo normalmente
representada por meio da repetitividade, da precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade (INMETRO, 2011). A precisdo pode ser expressa em termos do
desvio-padrio, desvio-padrao relativo ou coeficiente de variacdo (CV) das medidas de
concentracdo das amostras.

A repetitividade ¢ a capacidade do método em repetir, em um curto intervalo de
tempo, os resultados obtidos nas mesmas condi¢gdes de analise, ou seja, com 0 mesmo
analista, com o mesmo equipamento, no mesmo laboratdrio e fazendo uso dos mesmos
reagentes. A precisdo intermediaria define a capacidade do método em fornecer os
mesmos resultados quando executado por analistas diferentes em dias diferentes ¢ em
equipamentos diferentes, porém no mesmo laboratério. Ja a reprodutibilidade ¢ definida
quando um método ¢ executado utilizando as mesmas condigdes cromatograficas,
porém em laboratorios diferentes, ou seja, diferentes analistas, equipamentos e

solventes.

2.6.6. EXATIDAO

A exatiddo de um método analitico ¢ definida como sendo a concordancia entre
o resultado de um experimento e o valor de referéncia aceito como verdadeiro. Os
procedimentos utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo o uso de materiais
de referéncia, participagdo em comparagdes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de
recuperagdao (INMETRO, 2011).

Assim como a precisdo, a exatiddo também € um pardmetro que permite julgar a

confiabilidade do método analitico. A ANVISA, 2016, recomenda que a exatidao, assim
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como a precisdo deve ser investigada pela analise de, no minimo, 3 concentragdes

diferentes (baixa, média e alta), analisados em 5 replicatas de preparo de amostras.

2.6.6.1. Efeito Matriz

A investiga¢do do efeito de matriz durante o desenvolvimento e validagdo de
métodos analiticos para quantificagdo de analitos em matriz ambiental ¢ um importante
parametro a ser avaliado. Segundo a ANVISA, 2016, o efeito matriz se refere ao efeito
na resposta do analito causado por componentes da matriz. Pode ser determinado por
meio da comparagdo entre os coeficientes angulares das curvas de calibragdo
construidas com a substancia quimica de referéncia (SQR) do analito em solvente e com
a amostra fortificada com a SQR do analito. Este efeito ocorre quando na matriz ha
substancias que coeluem ou interagem com os compostos de interesse, causando
alteracdes no sinal do analito. A intensidade do efeito matriz também pode ser calculado

pela seguinte relacdo:

Coeficiente angular da curva analitica na masriz (Eq. 4)

EM (%) = :

) Coeficiente angular da curva analitica em solventes
Para valores de EM igual a 1, nenhum efeito de matriz ¢ observado, EM menor
que 1 sugere supressao da resposta do analito, enquanto que EM maior que 1 pode ser
causado por um aumento no sinal deste devido a coeluigdo de algum interferente da
matriz. A variabilidade de EM deve apresentar coeficiente de variagdo menor que 15%.
Para calcular a percentagem de efeito matriz em cada nivel de concentragdo da curva

analitica na matriz pode-se utilizar a equagdo abaixo (Kruve et al., 2008).

EM (%) = Area do padrio adicionado a matriz x 100% (Eq. 5)

Area do padrio no solvente

2.6.6.2. Recuperacao

A recuperagdo avalia a eficiéncia do método de preparo das amostras. A partir
dos resultados obtidos para o analito extraido da matriz e com a resposta obtida para o
analito em amostras preparadas em solvente, pode-se calcular a porcentagem de
recuperagao do método, ou seja, sua eficiéncia.

A recuperagdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras adicionadas

com quantidades conhecidas do mesmo em, pelo menos, trés diferentes concentragdes.
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Os niveis devem ser proximos ao limite de deteccdo, proximos a concentragdo maxima
permissivel e em concentragdo proxima a média da faixa de uso do método (INMETRO,
2011; ANVISA, 2016). A recuperacao ¢ calculada segundo a equagdo a seguir:

Recuperacgao (%) = (53-;;-‘53) « 100 (Eq. 6)

Na qual: CI = concentragdo determinada na amostra adicionada, C2 = concentracao
determinada na amostra nao adicionada, C3 = concentracao adicionada.

2.6.7. ROBUSTEZ

A robustez mede a sensibilidade que um método analitico apresenta quando
sujeito a pequenas variagdes. Um método diz-se robusto se revelar-se praticamente
insensivel as pequenas variagdes que possam ocorrer quando esse esta sendo executado
(INMETRO, 2011).

Para avaliar a robustez de um método analitico € necessario examinar as
possiveis causas de variacdes dos resultados que possam ser causados por fatores
externos, tais como: pH, forca idnica e quantidade de solvente organico da
fase movel, temperatura da coluna, vazdo da fase movel, diferentes colunas, assim como
os procedimentos envolvidos no preparo das amostras. Para o método ser considerado
robusto os resultados obtidos apods as alteragdes das condi¢des analiticas devem estar

dentro dos limites aceitaveis de exatiddo e precisdo.

2.7. Avaliacdo do impacto do uso de agrotoxicos sobre organismos vivos

E sabido que muitas substdncias sintéticas podem causar efeitos adversos &
saude dos organismos vivos, dos menos aos mais desenvolvidos. Os agrotoxicos nao
sdo excegOes e apresentam certa toxicidade dependendo do principio ativo envolvido.
Assim, a fim de avaliar os efeitos causados por estes produtos, tradicionalmente sdo
feitas avaliagdes de risco ambiental.

A avaliag@o de risco ambiental ¢ a analise cuidadosa da probabilidade de um
material manufaturado ou ndo em causar algum efeito adverso ao ecossistema devido a
sua exposicdo aguda ou cronica a tal contaminante. Por meio das avaliagdes de risco
ambiental ¢ possivel avaliar sistematicamente as relagdes entre os agrotoxicos e seus
possiveis efeitos adversos ao meio ambiente, sendo possivel assim, ter maior base para

as tomadas de decisdes quanto as questdes ambientais (REBELO e CALDAS, 2014).
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A area da toxicologia que analisa tais efeitos adversos de substancias quimicas
manufaturadas ou naturais sobre o meio ambiente é a Ecotoxicologia. Sdo avaliadas
substancias como, por exemplo, pesticidas, derivados do petrdleo, detergentes ¢ metais

sobre os organismos aquaticos (SOUSA, 2002, apud PIMENTEL et a/, 2011).

Ensaios ecotoxicoldgicos vém sendo empregados no monitoramento de efluentes
industriais objetivando minimizar o impacto ambiental da industria, de efluentes
agricolas e como forma de avaliar a eficiéncia de estacdes de tratamento de 4gua e
esgoto. Também sdo requisitos para a obten¢do e a manutencdo de licengas junto aos
orgdos ambientais de monitoramento de polui¢do e contaminacdo aquatica. (SOUSA,
2002, apud PIMENTEL et al, 2011; Costa, Espindola, 2000).

Ha varios organismos teste que podem ser utilizados nestes ensaios, como por
exemplo, a bactéria Vibrio fischeri, o peixe Danio Rerio, os microcrustaceos Daphnia
magna e Artémia salina, dependendo do meio e exposi¢cdo. Ensaio de toxidade aguda
com Artémia salina ¢ um teste rapido, de baixo custo, eficiente e que requer pequena
quantidade de amostra (NUNES, et al, 2002; AYDIN, et al, 2015; PIMENTEL, et al,
2011, CARBALLO, et al, 2002).

A Artémia salina ¢ um microcrustaceo da classe anostracea e familia artemidae.
Possui um ciclo de vida relativamente curto, sendo iniciado pelo estadio larval chamado
de nauplios, seguido pelo estadio metanauplios, com cerca de 6 dias atingem o estadio
pré-adultos ou jovens e com 10 dias alcangam a fase adulta, dependendo das condic¢des
do meio em que se encontram (VINATEA, 1994).

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda podem ser expressos de varias
formas, como por exemplo, através da concentragdo de efeito (CE50), concentragdo de
inibi¢do (CIS50) e a concentragdo letal (CL50), a qual corresponde a concentracdo da
amostra responsavel pelo efeito em 50% dos organismos ensaiados. Mediante os
calculos matematicos é possivel prever as concentragdes intermediarias que causam
efeito sobre a populacdo exposta e, quanto mais baixo for este valor, mais elevada sera a
toxicidade da amostra avaliada (ARENZON, et al, 2011). Portanto, CL50-24h, e CL50-
48h sdo as concentragdes efetivas medias que causam efeito agudo em 50% dos

organismos-teste, apos 24 e 48 horas de exposicdo, respectivamente.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Validar método analitico para determinagdo de 2,4-D em 4aguas naturais
superficiais por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado com detector de
arranjo de diodos e realizar a avaliacdo da toxicidade deste herbicida assim como seu

principal metabolito, 2,4-diclorofenol, frente a Artémia salina.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a linearidade e faixa de trabalho do método analitico.

e Avaliar a seletividade do método analitico

e Definir o limite de deteccdo e limite de quantificagdo do método analitico.

e Avaliar a precisdo do método analitico.

e Avaliar a exatidao do método analitico.

e Avaliar a robustez do método analitico.

e Realizar testes ecotoxicoldgicos com o 2,4-D e seu principal metabolito, 2,4-

diclorofenol, utilizando Artémia salina como organismo-teste.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais e reagentes

Os padrdes de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), com pureza de 99.9%,
foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os solventes organicos de grau cromatografico,
acetonitrila (ACN) e acido formico, foram obtidos da Merck. Agua ultrapura (18 Q.m)
foi obtida do sistema Milli-Q, da Millipore (Direct-Q UV 3). Cartuchos para extragao
em fase solida, do tipo seringa, foram obtidos da Phenomenex (StrataC-18-E, 55 um,
500 mg, 6 mL). Para a realiza¢do dos testes preparou-se solugdo estoque de 2,4-D em
acetonitrila, a partir da qual foram feitas diluicdes para as solugdes de trabalho,
preparadas em agua ultrapura. As amostras de agua superficial do Rio da Prata foram
filtradas em membranas de microfibra de vidro adquiridas da Merck, com tamanho de
particulas de 0,2 pm (Filtro AP 15, 47 mm de diametro). Todos os testes foram
realizados em triplicata. Para os testes de toxicidade foram adquiridos ovos de Artemia

Salina na Maramar e sal marinho na MF Aquarium.

4.2. Condicoes Cromatograficas

As andlises foram realizadas em Cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia,
acoplado a Detector de Arranjo de Diodo (CLAE-DAD) da Shimadzu, modelo DGU-
20, com injecdo manual. Para a separagdo cromatografica utilizou-se uma coluna
SunFire C18 (Waters), com dimensdes de 100 x 3,0 mm e didmetro de particula de 3,5
um. A validagdo da metodologia analitica foi feita apds o estudo das condi¢des
cromatograficas que melhor se adaptaram a substancia em estudo, tais como
constituintes da fase movel, gradiente de elui¢do, tempo de retengdo e comprimento de
onda de maior absor¢do pelo analito. Utilizou-se fase movel constituida por acetonitrila
(componente A) e solugcdo aquosa de acido formico pH 2,18 + 0,1(componente B)
(45A:55B), em modo isocratico, por seis minutos e fluxo de 0,5 mL min™. O volume de

injecdo foi 20 pL.

4.3. Amostragem e preparo de amostras

A coleta de amostras para validacdo dos parametros analiticos foi realizada no
Rio da Prata, localizado no bairro do Maracana, na por¢do Sudoeste da Ilha de Sao Luis,
MA (2°35°54.5”S 44°16°08,0”W). Este rio integra o Parque Estadual do Bacanga, ¢ um

dos pontos de captacao de agua do sistema produtor de agua Sacavém da Companhia de
26



Saneamento Ambiental do Maranhdo, o qual contribui com 20% do abastecimento
publico da populacdo da Ilha de Sao Luis (CAEMA, 2015).

O Parque Estadual do Bacanga foi criado pelo Decreto Estadual n® 7.545 de 02
de marco de 1980 (MARANHAO, 1980). Nas 4reas proximas do Rio da prata
(Reservatorio do Batatd) e entorno sdo encontradas as unidades de uso e ocupacdo da
mata ciliar, proporcionando uma area degradada (sem vegetagdo), urbanizada ou em
fase de urbanizacdo (PEREIRA, 2006). Na zona de recuperacdo da APA encontram-se
as areas degradadas e ocupacdes espontaneas do Recanto Verde. Essa ocupacdo e o
Bairro Vila Itamar, contribuem com a contaminagdo das aguas do Igarapé Batatd por
coliformes fecais e termo-tolerantes que escoa para o reservatorio (PEREIRA, 2011)

Foram coletadas amostras de dguas superficiais do Rio da Prata nos dias 27 de
Janeiro e 08 de margo de 2017, ambas coletadas no periodo matutino. As amostras
foram conservadas em frascos ambar e transportadas em caixa térmica (28 °C = 1) até o
laboratério onde foram feitas, logo em seguida, as etapas de preparo de amostras. As
amostras foram filtradas primeiramente em papel de filtro qualitativo e depois em
membrana de microfibra de vidro com capacidade de reteng@o de particulas de 0,2 pm
(Filtro AP 15, Merck) para filtragdo das amostras. Tais amostras foram também utilizadas
para a realizacdo dos testes de recuperacdo, avaliacdo do efeito matriz e testes de
volume de pré-concentragdo nos cartuchos. A extracdo do analito foi feita em cartuchos
C-18 por meio da extracdo em fase solida (EFS), seguida de reducdo de volume em
sistema Syncore Analyst (BUSHI). O procedimento ¢ apresentado na Figura 3. Utilizou-

se acido formico para acidificar a acetonitrila até¢ o pH 2,3 £ 0,1.

s ™ - — ~ 'S N\ 'S N\ 'S D ~ ~
Filtracsio d Condiciona-
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microfibrade = extrato
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' 10mL agua.
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Figura 3: Procedimento de extracdo em fase so6lida utilizado para remover o analito da
matriz.

4.4. Volume de pré-concentra¢ao nos cartuchos

Para determinar o volume de amostra a ser utilizado na validacdo do método
(volume de ruptura) fez-se experimentos com volumes de amostras variando de 100 a

1000 mL. Foram preparadas solugdes contendo 0,5 mg do analito em diferentes
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volumes de amostra real, ou seja, diferentes concentragdes, a fim de se avaliar a
quantidade maxima e minima de analito que pode ser adsorvida na fase estaciondria
escolhida (C18). Além do efeito matriz que pode variar com o aumento do volume de
amostra, outro aspecto a ser considerado ¢ o fator de concentracdo, pois quanto maior o
volume de amostra utilizado nos cartuchos, maior ¢ o fator de concentracdo, logo menor
sera a sensibilidade do método. O fator de concentra¢do ¢ a relagdo entre o volume
inicial de amostra e o volume final de extrato. Nos experimentos foram utilizados 100,

250, 500, 750 ¢ 1000 mL de amostras resultando em 1 mL de extrato.

4.5. Validacao analitica

Os parametros analiticos para validagdo do método foram avaliados de acordo
com o guia do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO,
2011) e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2016), sendo eles:
linearidade e faixa de trabalho, seletividade, limite inferior de deteccao (LD), limite
inferior de quantificagdo (LQ), precisdo, recuperacdo, efeito matriz e robustez.

Para o estudo da linearidade, curvas analiticas foram obtidas a partir de solugdo
padrido de 2,4-D em 4gua ultrapura, em concentragdes de 0,05 a 20 mg L. As curvas
foram utilizadas para verificar a resposta linear do detector. A faixa de trabalho foi
definida a partir da avaliacdo dos pontos que se mostraram dentro da faixa linear do
método e a partir do limite de quantifica¢do obtido.

A seletividade do método foi avaliada por meio da andlise de amostras da matriz
fortificadas em concentragdes proximas ao LQ e injetadas em triplicata, cujos resultados
foram comparados com aqueles obtidos das amostras em branco.

Neste trabalho foram utilizados os coeficientes de variacdo como medida de
precisdo analitica. A precisdo das medidas foi avaliada em niveis de repetitividade, no
qual foram feitas injegdes consecutivas por um mesmo analista e no mesmo dia, e
precisdo intermediaria, na qual se fez inje¢des por dois analistas e em dias diferentes,
sob as mesmas condigoes.

A exatiddo foi avaliada por meio do efeito matriz e da recuperacdo do analito
apos passar pelo procedimento de extracdo da matriz. Ambos podem ser estimados pela
analise de amostras reais adicionadas com quantidades conhecidas do mesmo. As
amostras foram fortificadas com o analito em trés diferentes concentra¢des, sendo

proximo ao limite de detecg¢do, proximo a concentragdo maxima da faixa linear de
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trabalho e em uma concentragdo proxima a média da faixa de uso do método. O efeito
matriz foi calculado utilizando a Eq. 4 e Eq. 5. A recuperacao foi calculada pela Eq. 6.
Para determinar a robustez do método, recorreu-se ao teste de Youden, pois este
permite ndo so6 avaliar a robustez do método, como também ordenar a influéncia de cada
uma das variagdes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma
dessas variagdes (CESAR e PIANETTI, 2009). O Teste de Youden mostra como, em
oito experimentos, ¢ possivel avaliar a influéncia de cada variacdo. Os parametros
variados no teste, assim como as quantidades nominal e variavel de cada parametro

encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros avaliados no teste de Youden.

Parametros Nominal Variavel
Proporgdo da fase moével 45% B (A) 50% B (a)
pH da fase movel 2,18+0,1 (B) 2,20+0,1 (b)
Temperatura da coluna 30°C (C) 35°C (c)
Fluxo da fase movel 0,5 mL/min (D) 0,6 mL/min (d)
Marca da Acetonitrila Merck (E) J. T. Backer (e)
Analistas X (F) Y (f)

Na Tabela 4 ¢ apresentado o planejamento experimental para avaliacdo da
robustez segundo o Teste de Youden. Todas as medidas de concentracdo foram
realizadas em triplicata, sendo analisados os efeitos sobre o tempo de retengdo e area do

pico do analito.

Tabela 4: Planejamento experimental do Teste de Youden.

Combinacio Fatorial *

Pardmetros g 51 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp5 Exp.6 Exp.7 Exps8
Proporcio A A A A A a A a

da F. M.

PH da fase B B b B B B B b

movel

Temperatu- C C C C C c C C
ra da coluna

Fluxo da D D d D D d D D
fase movel

Marca da E e E E E E E E
Acetonitrila

Analistas F f f F F f F F
Resultados S T U V w X Y z

* Os parametros das variaveis A/a, B/b ... estdo especificados na Tabela 3.
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4.6. Avaliacao da toxicidade do 2,4-D e 2,4-DCF

A avaliag¢do da toxicidade foi realizada através de testes de toxicidade aguda
com Artémia salina. Ovos de Artemia salina foram adquiridos comercialmente
(MARAMAR) e colocados para eclodirem em Erlenmeyers em solugdo sintética de sal
marinho a 30 g L™ com pH entre 8,5 ¢ 9,0 ¢ mantidos em incubadora de fotoperiodo
(SOLAB CIENTIFICA, SL 225) de 12 h claro/ 12 h escuro, a 27 °C, por 48 horas com
aeragdo constante. Neste periodo, estas condicdes sdo ideais para os nauplios atingirem
a fase o6tima para execucao dos testes.

Os experimentos foram realizados com solugdes de 2,4-D e 2,4-DCF, em pH
entre 8,5 ¢ 9,0 em concentragdes de 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; e 40 mg L'em placas estéreis
de 12 cavidades, adicionando-se 10 nauplios em cada cavidade. A placa foi preparada
com trés réplicas por concentrag¢do, sendo o volume final de 5 mL em cada cavidade e
incubada a 27 °C. Apos os periodos de 24 e 48 horas, os organismos mortos € vivos em
cada réplica foram contados com uso de microscopio. Testes-controle com a solugdo
sintética de sal marinho, sem a presenc¢a do agente toxico, foram realizados para garantir
que a mortalidade dos organismos-teste decorrera apenas em fungdo da presenga do
contaminante e nao por algum fator externo.

Neste trabalho, utilizou-se solugdes do composto de referéncia Dodecil Sulfato
de Sodio (SDS) em concentragdes de 5,0; 10,0; 15,0; 25,0 ¢ 35,0 mg L! para controle
de sensibilidade e determinacdo da CLs¢-24h e CLsp-48h, a qual foi utilizada na
avaliagdo da toxicidade de 2,4-D e de 2,4-DCF a biota aquatica. Os bioensaios
realizados foram adaptados do método descrito por Veiga e Vital (2002). Todos os
ensaios foram realizados em triplicata, sendo cada um, preparado com trés replicatas,
totalizando um total de nove ensaios para cada concentracdo. Foram realizados os
calculos de concentragdo letal média (CLsg) para exposicdo a periodos de 24 e 48 horas

utilizando o método estatistico PROBIT (EPA-US).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Condicdes cromatograficas

Ap0s as adaptacdes das condigdes cromatograficas, a fase movel que apresentou
melhor resultado foi acetonitrila:agua (45:55 v/v) na vazio de 0,5 mL min™. O tempo de
retengdo e o espectro de absor¢do molecular foram utilizados para determinar a
identidade dos analitos nas amostras (Figura 4), comparando-os com os obtidos das
solugdes padrdo (Figura 5). O analito foi monitorado no comprimento de onda 230 nm,
apresentando tempo de retencdo de 4,0 = 0.1 minutos, conforme pode ser observado na

Figuras 6.
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Figura 4: Espectros obtidos para 2,4-D em agua natural superficial do Rio da Prata,
utilizando acetonitrila:agua (45:55 v/v) na fase mével sob fluxo de 0,5 mL min™.
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Figura 5: Espectros obtidos para 2,4-D em solvente utilizando acetonitrila:agua (45:55

v/v) na fase movel sob fluxo de 0,5 mL min™.
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Figura 6: Cromatogramas obtidos pela injecdo de solu¢des em concentragdo crescente
de 2,4-D na matriz, utilizando na fase movel acetonitrila:agua (45:55 v/v) sob fluxo de
0,5 mL min”', monitorando o comprimento de onda 230 nm.

Apesar da grande utilizacdo da CLAE acoplada com espectrometria de massa
para identificagdo e quantificacdo precisas de analitos em matriz ambiental, esta
instrumentagdo ainda ¢ bastante dispendiosa e nem sempre estd disponivel em todos os
laboratorios de analises ambientais. Por essa razdo, procedimentos analiticos
suficientemente seletivos e sensiveis que envolvem instrumentacdo de baixo custo,
como o CLAE-DAD, podem ser utilizados em analise de residuos de pesticidas uma vez
que a confiabilidade da identificacio de um analito por DAD ¢ comparavel a
confiabilidade da identificacdo por espectrometria de massas, quando utilizado

padronizacdo externa.

5.2. Volume de Pré-concentracio nos Cartuchos

A avaliagcdo do volume de amostra a ser pré-concentrada (volume de ruptura)
indicou que a extracdo em fase solida utilizando-se de 100 a 500 mL de amostra
forneceu recuperacdes superiores a 80%, diminuindo sensivelmente para maiores
volumes de amostra. Para volume de 1000 mL, excedeu o volume de ruptura do
cartucho, ndo sendo possivel ter boa recuperagdo do analito. As taxas de recuperacdo, de

cada volume testado estdo representadas na Figura 7. Segundo a Portaria N° 2914 de
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12/12/2011 do Ministério do trabalho, a Organizagdo Mundial da Saude e a Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a concentracdo de 2,4-D permitida em
agua superficial ¢ 30 pg L, entdo, optou-se em trabalhar com 100 mL de amostras
devido 4 sensibilidade apropriada do método, visto que o LD & 2,5 ug L™, 12 vezes
menor que o limite permitido. Outro fator que influenciou na escolha deste volume foi o
menor tempo de preparo de amostras. Apesar de ter sido escolhido trabalhar com 100
mL de amostras, pode-se optar também por 250 ou 500 mL, pois as recuperagdes para
estes volumes ficaram acima de 80%, que ¢ o recomendado pelo INMETRO, sendo a
vantagem desses volumes maiores, o fator de concentracdo, que implica na

sensibilidade do método.
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Figura 7: Taxas de recuperacdo do teste de volume de pré-concentracdo nos cartuchos.

5.3. Validacao do Método

As curvas analiticas obtidas pela injecdo de concentragdes crescentes, tanto em
solvente quanto na matriz, apresentaram coeficientes de correlacdo linear superiores a
0,99 (R =0,999 e R= 0,991, respectivamente). Isso indica que ha forte correlagdo linear
entre as concentragdes do 2,4-D e as areas obtidas nos cromatogramas. As curvas
analiticas obtidas estdo representadas na Figura 8. A faixa de trabalho foi definida a

partir do LQ, 5 pg L'a 100 ug L em amostra real.
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Figura 8: Curvas analiticas para 2,4-D em solvente e na matriz.

Os cromatogramas correspondentes as inje¢des dos extratos fortificados com
concentragdes conhecidas de 2,4-D comparados aos cromatogramas dos brancos da
matriz mostram que o pico observado ¢ exclusivamente do analito de interesse, ndo
havendo assim, nenhum pico adicional proveniente de interferente da matriz
interferindo na quantificagdo do analito de interesse (Figura 9), sendo, portanto, um

meétodo seletivo.
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Figura 9: Cromatogramas obtidos para amostras do branco da matriz (A) e da matriz
fortificada com 5 pg L-1 (B).

Os Limites de Detecgao (LD) e Quantificagao (LQ) encontrados foram 2,5 pg L
"e 5 ug L', respectivamente. Este método tem a capacidade de detectar uma quantidade
de 2,4-D 12 vezes menor que a permitida para esta matriz, e quantificar cerca de 6 vezes
menos que os valores estipulados pelas legislagdes. Existem na literatura alguns
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trabalhos que relatam a validacdo de métodos analiticos para 2,4-D em agua superficial,
utilizando EFS e CLAE-DAD, entre eles podem-se citar CALDAS, et al, 2010, que
encontrou um LOQ de 0,2 ug L™, considerando fator de pré concentragio de 250.

Os baixos valores dos coeficientes de variagao (CV) (Tabela 5) mostram que ha
baixa dispersdo das respostas, tanto do método quanto do instrumento. O método &,
portanto, preciso, o que confere confiabilidade aos resultados. A precisdo das medidas
foi avaliada nos niveis de repetitividade e de precisdo intermediaria, sendo que em
ambos os casos, os valores de coeficientes de variagdo estavam abaixo de 15%

conforme recomendagdo dos guias de validacdo (KRUVE et al., 2015b).

Tabela 5: Precisdo do método analitico para o Acido 2,4-Diclorofenaxiacético (2,4-D)

Repetitividade Precisdo Intermediaria
Concentracio / (ng L™) Coef. Variacao Coef. Variacao
2,5 3,72 2,31
25 1,04 0,47
100 1,49 0,84

A intensidade do efeito matriz foi determinada por meio da comparacio entre os
coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas em cinco niveis de concentragdes
crescentes em solvente e em matriz (Eq. 4). As equagdes das retas obtidas para o analito
em solvente ¢ na matriz, assim como a intensidade do efeito matriz, podem ser
encontrados na Tabela 6. O efeito matriz foi considerado pouco importante, visto que
esta abaixo do limite permitido pelas normas, ou seja, 20%. Assim, pode-se dizer que o

2,4-D nao foi afetado pelos componentes da matriz, podendo ser desprezado tal efeito.

Tabela 6: Dados sobre a intensidade do Efeito Matriz obtidos para a curva analitica.

2,4-D Curva em solvente Curva na matriz
Equacio da reta y =44874,13x — 1063,73 y=36212,63x + 12321,35
R? R?=10,999 R?=0,991

Efeito matriz (%) 19,3

A porcentagem de efeito matriz em cada nivel de concentracdo utilizado na
curva analitica foi determinada pela comparagdo entre as areas dos picos obtidas pelas
injecdes do analito na matriz ¢ em solvente (Eq. 5). Estes valores podem ser

encontrados na Tabela 7. E importante salientar que para valores de 100%, nio hé efeito
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matriz, enquanto que valores maiores que 100% indicam um aumento na resposta do
analito devido a algum interferente da matriz que apresenta o mesmo tempo de retengdo

do 2,4-D e valores menores do que 100% indicam supressdo de sinal.

Tabela 7: Efeito matriz em cada nivel de concentracdo da curva analitica.

Concentracio (ug L'l) Efeito matriz (%)
2,5 80,03
5 100,97
10 106,60
25 99,43
50 101,74
100 79,41

O método de EFS mostrou-se eficiente na extragdo e concentracdo do analito de
interesse, apresentando recuperagdes variando de 79,41 + 0,2 a 106 = 6,5%, valores
estes que estdo dentro da faixa aceitdvel pelas normas de validacdo de métodos
analiticos. Os valores de recuperagdo para as concentragdes proxima ao LD, ao ponto
médio e a concentracdo maxima da curva analitica encontram-se na Tabela 8. O fator de
concentragdo foi de 100, portanto, ¢ possivel detectar até 2,5 g L' de 2,4-D em

amostras reais de aguas superficiais.

Tabela 8: Valores de recuperacdo

Concentracio / (ug L") Recuperacio / %
2,5 80,02 £ 3,7
5,0 100,97 £ 2,2
10,0 106,60 + 6,5
25,0 99,43 £1,0
50,0 101,70 +0,8
100,0 79,41 £1,5

Na Figura 10 sdo apresentados os graficos de efeito dos pardmetros investigados
no teste de robustez de Youden em relacdo a area do pico (A) e ao tempo de retencdo do
herbicida (tr). O valor destacado no eixo horizontal em cada um dos graficos (0,434
para tempo de retengdo (tg) e 138319,95 para Area (A) é referente ao valor critico de
efeito, a partir do qual o pardmetro investigado indica efeito significativo na resposta do

meétodo.
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Marca da acetonitrila 1
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Temperatura da coluna 1
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Intensidade de efeito Intensidade de efeito

Figura 10: Diagramas de efeito do teste de robustez. O valor em destaque em cada um
dos graficos ¢ referente a intensidade de efeito critico.

Desta forma, observa-se na Figura 10 que o tg do 2,4-D, analisado em agua
superficial natural pelo presente método, foi afetado pelo fluxo e, principalmente, pela
proporcao da fase movel. Para a area do pico, observou-se variacdo significativa tanto
no fluxo quanto no pH da fase movel.

O teste de robustez de Youden demonstrou que o método foi robusto para: (1)
operacdo por diferentes analistas; (2) marcas diferentes de acetonitrila; (3) variacdo de
temperatura da coluna. Por outro lado, foi possivel observar que a variagdo de 0,1 mL
min” no fluxo da fase mével; de 5% na quantidade do componente B (solu¢io aquosa
de 4cido formico pH 2,18 £ 0,1) e de até 0,04 unidades de pH foram suficientes para
alterar consideravelmente tg e area do pico para 2,4-D. Portanto, torna-se evidente que
essas variaveis devem ser rigorosamente controladas de modo a manter a validacao dos

parametros analiticos avaliados.

5.4. Avaliacio da toxicidade do 2,4-D e 2,4-DCF

Os testes ecotoxicologicos foram considerados validos visto que no teste de
controle apresentaram variagdo menor que 10% de anormalidades entre os organismos-
teste. Para o composto referéncia estudado, SDS, foi elaborada uma carta de
sensibilidade para se poder fazer projegoes de variacdes aceitaveis de CL50 para a
espécie em estudo. De acordo com os resultados obtidos foi possivel identificar
toxicidade aguda aos nauplios de Artémia salina em 24 e 48 horas. O SDS apresentou
CL50 média de 18,17 mg L' para 24 horas de exposi¢do, com limite inferior e superior

de 13,22 e 22,86 mg L™ respectivamente e CL50 média de 13,46 mg L™ para 48 horas
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(Figura 11), com limite inferior e superior de 10,77 e 15, 46 mg L™ respectivamente.
Esses valores de CL50 para SDS estdo condizentes com dados encontrados na literatura

para este mesmo organismo-teste.
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Figura 11: Curva dose-resposta para o controle de sensibilidade feito com exposi¢do ao
dodecil sulfato de sodio apds 24 e 48 horas, respectivamente.

Nas concentragdes de 2,4-D testadas ndo foi identificada toxicidade significativa
aos microcrustaceos. Isso indica que o 2,4-D ndo apresentou efeito toxico agudo sobre a
Artémia salina (Figura 12). Mas, apesar deste herbicida ndo causar efeito adverso ao
organismo-teste, existem muitos trabalhos na literatura que relatam efeitos toxicos a
outros organismos, como por exemplo, VIGARIO,et al, (2014) encontrou CL50-48 h de
34,64 uL de 2,4-D por litro de agua para o peixe Poecilia vivipara; L1, et al (2017)
encontrou CL50-24 h de 46,71 mg L para embrides de zebrafish (Danio rerio);
NAKAGOME, et al (2007) encontrou CL50-48 h de 237,1 mg L para zebrafish
adultos; FARAH, et al (2003) encontrou CL50-96 h de 81, 122 ¢ 107 mg L™ para os
peixes Heteropneutes fossilis, Clarias batrachus ¢ Channa punctatus, respectivamente;
BENLI, et al (2007) encontrou CL50-96 h de 32,6 mg L' para lagostim (Astacus
leptodactylus). SARIKAYA, et al (2003) encontrou CL50-96 h de 63,24 mg L™ para
carpa comum (Cyprinus carpio L.) e SARIKAYA, et a/ (2005) encontrou CL50-48 h de
28,23 e 86,9 mg L' para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticuls L.) nos estadios larval

e adultos respectivamente.
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Figura 12: Curva dose-resposta para 2,4-D 24 e 48 horas, respectivamente.
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No caso do 2,4-diclorofenol, a concentracdo média que causou mortalidade de
50% da populagio de organismos-teste foi de 14,88 mg L™ para 24 h, com limite
superior e inferior de 10,25 e 18,99 mg L™, respectivamente ¢ 13,73 mg L™ 48 horas de
exposicdo (Figura 13) e limite superior e inferior de 9,89 ¢ 17,47 mg L',
respectivamente. Tais resultados mostraram que o 2,4-DCF ¢ ainda mais toxico que a

substancia de referéncia utilizada.
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Figura 13: Curva dose-resposta para 2,4-DCF para 24 e 48 horas, respectivamente.

Portanto, através dos testes ecotoxicoldgicos realizados, pode-se dizer que o
principal problema da utilizagcdo de 2,4-D como herbicida ocorre quando este se degrada
naturalmente no ambiente a 2,4-DCF. O principal produto de degradacdo do herbicida &,
entdo, altamente toxico aos organismos marinhos, podendo leva-los a morte em poucos
dias.

Os resultados da sensibilidade da artémia salina ao SDS sdo satisfatorios, pois
sdo semelhantes ao encontrado na literatura para a espécie. As cartas controle

mostraram que os organismos utilizados nos ensaios apresentaram boas sensibilidades e,
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portanto, sdo eficientes na identificagdo de toxicidade de qualquer substincia que cause

efeito adverso a biota aquatica.

6. CONCLUSAO

O método mostrou-se linear, seletivo, preciso e robusto para a determinacdo de
2,4-D em aguas superficiais, apresentando limites de detecg@o e quantificacdo de 2,5 pg
L' e 5 pg L, respectivamente. O tratamento da amostra em cartuchos SPE foi eficiente
para extracdo e concentracao de 2,4-D em agua de rio, apresentando bons resultados de
recuperagdo e repetitividade. Portanto, o método cromatografico por CLAE-DAD ¢
adequado para analise de 2,4-D em 4gua natural superficial, visto que apresentou
sensibilidade suficiente para detectar e quantificar um valor inferior ao limite permitido

para tal herbicida pela legislacdo.

Em relagdo aos testes de toxicidade com Artémia salina, o 2,4-D ndo apresentou
toxicidade significativa ao organismo teste. Entretanto, para o 2,4-diclorofenol,

observou-se consideravel toxicidade.
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