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RESUMO
O acido 24-diclorofenoxiacético (2.4-D) € o segundo herbicida mais consumido
no Brasil e seus efeitos na contaminacao dos recursos hidricos e consequente
risco sanitario para abastecimento publico séo conhecidos. O 24-D e seu
principal produto de degradacdo, o 24-diclorofenol (24-DCP), apresentam
potencial de desregulacao enddcrina, e o acido 24 5triclorofenoxiacético
(245T) é toxico e persistente no meio ambiente. A inexisténcia de uma
metodologia para quantificacdo simultanea desses compostos motivou
0 desenvolvimento e a validacdo do método de extracdo e concentracdo
de amostras ambientais e a quantificacdo em cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para andlise de 24-D,
24-DCP e 245T em agua filtrada produzida em estacdo de tratamento de agua
e 3gua de manancial superficial. Os resultados de extragao em fase solida e a
concentracao da amostra demonstraram recuperacao de 89 a 119%, e desvio
padrdo entre 09 e 114%. Para os ensaios de identificacdo e quantificacao, os
limites de deteccao variaram entre O]7 e O51 ug L' e limite de quantificacao de
10 ugl!. Os resultados mostraram que é possivel empregar esse método na
quantificacao do 24-D, do 24-DCP e do 245T em monitoramento ambiental

e em sistemas de abastecimento de dgua atendendo as legislagdes brasileiras.

ABSTRACT
The 24-dichlorophenoxyacetic acid (24-D) is the second most consumed
herbicide in Brazil and their effects in the contamination of the water resources
and consequent sanitary risk for public supply are known. The 24-D and its
main degradation product, 24-dichlorophenol (24-DCP), have the potential
for endocrine disruption and 245trichlorophenoxyacetic acid (245T) is
toxic and persistent in the environment. The absence of a methodology
that simultaneously determines these compounds led to the development
and validation of the solid phase extraction method, environmental samples
concentrations, identification and quantification in HPLC-DAD for 24-D,
24-DCP and 245T analysisin filtered water, produced at water treatment
plants, and surface water. The extraction essay and samples concentration
showed recovery from 85 to 119%, standard deviation between 09 and 114%.
For identification and quantification essays, detection limits ranged between
017 and O51 pugL' and the quantification limit was 10 pg.L". The results showed
that it is possible to employ this method for the quantification of 24-D, 24-DCP
and 245T in environmental monitoring and in water supply systems taking

account of Brazilian regulatory agencies
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|NTRODUCAO tém sido documentados por varios pesquisadores, além do 2,4-DCP

O 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um herbicida popular,
seletivo e sistémico, bem como um regulador de crescimento, que é
amplamente utilizado em todo o mundo em plantas de folhas largas
(NJOKU et al., 2015). Os efeitos potenciais de toxicidade do 2,4-D e

seus produtos de transformagao, tal como o 2,4-diclorofenol (2,4-DCP),

0

ter sido classificado pela Unido Europeia (UE) como uma substin-
cia de desregulagdo enddcrina ou potencial de desregulagdo end6-
crina comprovada (CCE, 2001; XI; MALLAVARAPU; NAIDU, 2010).
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) clas-

sificou 0 2,4-D como extremamente toxico (Classe I) para a satde, e
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estudos recentes da Agéncia Internacional de Pesquisas do Cancer
(IARC), com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), classificaram
0 2,4-D como possivelmente cancerigeno a humanos (LOOMIS et al.,
2015). Além disso, outras pesquisas tém avaliado a associagio entre o
2,4-D e o linfoma nao-Hodgkin (GOODMAN; LOFTUS; ZU, 2017;
SMITH et al., 2017). J4 o 4cido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) foi
utilizado mundialmente em grande escala na agricultura para contro-
lar o crescimento de ervas daninhas de folhas largas e em aplicagoes
pds-emergéncia. Durante a Guerra do Vietna, o 2,4,5-T, associado ao
2,4-D e ao pentaclorofenol, deu origem ao famoso “agente laranja’, que
foi utilizado pela for¢a aérea americana como agente desfolhante (TU;
HURD; RANDALL, 2001). Ao ser comparado com o 2,4-D, possui
menor biodegradabilidade e maior resisténcia ao metabolismo micro-
biano, podendo ser detectado em dguas superficiais e subterraneas, nao
apenas durante a sua aplicagdo, mas também apds um longo periodo
(WANG & CHU, 2011).

As féormulas estruturais dos compostos 2,4-D, 2,4-DCP e 2,4,5-T
sdo apresentadas na Figura 1.

O uso indiscriminado de dcidos fenoxiacéticos clorados, como her-
bicidas seletivos, tem levado ao aumento da poluigao das dguas, do solo
e dos alimentos, além de terem sido identificados como alérgenos do
sistema respiratorio. Em razdo da sua alta toxicidade em mamiferos,
em organismos aquaticos e da sua persisténcia ambiental em longo
prazo, as legislagdes colocam limites rigorosos sobre a presenga desses
agrotoxicos como residuos, sujeito as analises de tragos (BAGGIANI
etal., 2001; FUKUYAMA et al., 2009).

Pesquisas direcionadas ao entendimento do destino ambiental dessas

substancias e dos efeitos adversos causados a organismos nao alvos tém
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Figura1- Féormula estrutural do 2,4-D, do 2,4-DCP e do 2,4,5-T.
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evidenciado a ocorréncia de residuos de agrotoxicos no meio ambiente
(SALVAGNL TERNUS; FUENTEFRIA, 2011), em dguas superficiais e em
aguas subterraneas (AZEVEDO; GERCHON; REIS, 2004; DE ARMAS
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2013). A presenga dos acidos fenoxiacéticos
nos corpos hidricos se da em razao da sua solubilidade em agua, do seu
baixo valor de pKa, da sua baixa biodegradabilidade e por serem fra-
camente retidos pela maioria dos solos devido seu baixo coeficiente de
adsor¢do no solo (NJOKU & HAMEED, 2011; XI; MALLAVARAPU;
NAIDU, 2010; SOUZA et al., 2017). Resultados indicativos da presenca de
2,4-D em mananciais apresentaram valores abaixo de 30 pug.L, porém foi
detectado em até 26% do total das amostras analisadas (MARCHESAN
et al., 2010; MCKNIGHT et al., 2015; PRIMEL et al., 2005).

Estudos também evidenciaram a presenca de agrotoxicos em dguas
utilizadas para consumo humano (DORES et al., 2006; NAM et al.,
2014; RISSATO et al., 2004), sendo que a contaminag¢io de mananciais
por agrotoxicos apresenta risco sanitario a saide e devem ser monito-
rados também em sistemas de abastecimento de dgua. A Portaria do
Ministério da Satde (MS) n° 2.914/2011 estabelece o valor maximo
permitido (VMP) de 30 ug.L* para a soma do 2,4-D e do 2,4,5-T, ndo
fazendo referéncia ao 2,4-DCP (BRASIL, 2011).

A separagdo e a quantificagdo desses herbicidas podem ser rea-
lizadas por técnicas analiticas de cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE). Os métodos de andlise do 2,4-D e do 2,4-DCP por
CLAE costumam ser mais simples e rapidos, se comparados com sua
determinagéo por cromatografia gasosa (CG) (AULAKH et al., 2005).
No entanto, apesar de 0 2,4,5-T ter sido incluido na legislagdo de pota-
bilidade brasileira, devido sua persisténcia ambiental, na literatura nao
foram encontradas referéncias acerca da determinagao simultinea des-
ses compostos por meio de métodos cromatograficos.

Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver e validar um
método de separagio e quantificacio de 2,4-D, 2,4-DCP e 2,4,5-T em

agua filtrada e em dgua de manancial superficial utilizando a CLAE.

METODOLOGIA

Reagentes

Os reagentes utilizados foram acetonitrila (ACN) grau CLAE (].T. Baker),
padroes analiticos de 2,4-D, 2,4-DCP e 2,4,5-T grau CLAE com pureza
=299% e formiato de amonio P.A (Sigma, Aldrich) com pureza >98%.
A 4gua ultrapura foi purificada no sistema de ultrapurificagao (Millipore)

e acidificada com écido fosférico P.A (Synth), com pureza de 85%.

Analises cromatograficas
As andlises para detecgao do 2,4-D, do 2,4-DCP e do 2,4,5-T foram rea-
lizadas em um sistema de cromatografia (Shimadzu), modelo CBM-20A,

equipado com modulo desgaseificador de solventes (DGU-20AS), bomba
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quaterndria de gradiente (LC-20AT), injetor automético de amostras
(SIL-20AHT), detector de arranjo de diodos (DAD) (SPD-M20A) e
forno de coluna (CTO-20A). A coluna cromatografica utilizada neste
estudo foi a coluna analitica XTerra MS C18 (150 X 4,6 mm, 3,5 um).

A fase mével (FM) foi composta por uma solugio de ACN e for-
miato de amonio 10,0 mM, acidificado com 0,10% de 4cido fosférico
(ACN:NH,COOH 47:53 v/v), com elui¢do isocratica, no fluxo de 1,2 mL.
min. O volume de injegdo de amostras para as analises foi de 50,0 uL,
com temperatura de acondicionamento da coluna de 30°C, e identificagao
e quantificacio dos analitos em comprimentos de onda de 200 e 206 nm.

Todas as solucdes preparadas para compor as FMs foram previa-
mente filtradas em membrana de PTFE 0,45 um (Millipore) e desgasei-

ficadas em banho de ultrassom (Limpsonic), por 15 minutos, sob vacuo.

Coleta e preparo de amostras

As solugdes estoque dos analitos, 2,4-D, 2,4-DCP e 2,4,5-T, foram pre-
paradas individualmente em ACN na concentragdo 0,10 g.L'. A partir
dessas solugoes, foram preparadas as solugdes padrao em agua ultra-
pura para a validagdo do método.

Em amostras naturais, faz-se necessério a concentragéo e o isola-
mento do analito, além de eliminar possiveis interferentes da matriz.
No presente trabalho, foi utilizada a extracdo em fase sélida (EFS).

Na EFS, volumes de 50 mL de cada amostra acidificada com 4cido
fosforico (0,10%) foram passados por um sistema a vacuo para a con-
centragdo das amostras. As amostras foram percoladas em cartuchos C,,
(500 mg) da Agilent previamente condicionados com 10 mL de ACN e
10 mL de dgua ultrapura. Posteriormente, os cartuchos foram lavados
com 5 mL de dgua ultrapura e o analito foi eluido em 1 mL de ACN.
O eluido foi acrescido de 1 mL de 4gua ultrapura e analisado em CLAE.

As amostras de agua bruta e de agua filtrada foram coletadas na
estagdo de tratamento de d4gua (ETA) de Carapina na Serra, Espirito
Santo, cujo manancial abastecedor é o rio Santa Maria da Vitéria, res-
ponsavel pelo abastecimento publico da regido metropolitana de Vitdria,
Espirito Santo. As coletas foram realizadas semanalmente durante o més
de novembro de 2012. A caracterizagio fisico-quimica foi realizada dia-
riamente e é apresentada na Tabela 1. As amostras eram acondiciona-
das em bombonas de plastico de 20 L e encaminhadas ao Laboratdrio
de Saneamento da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) para
andlise e permaneciam em ambiente refrigerado e sem exposi¢éo direta
aluz. Asamostras coletadas para realizacio da valida¢do da metodologia
eram mantidas em frascos &mbar a 4°C e filtradas em filtro de seringa

PTFE Teflon 0,2 um (M.Nagel) antes das andlises cromatogréficas.

Validacao do método
Os parametros avaliados para a valida¢do do método EFS-CLAE-DAD
foram: seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quan-

tificacdo (LQ), recuperagéo, precisio, exatiddo e robustez. Eles foram
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determinados de acordo com a Resolug¢io n° 899/2003 da Anvisa e reco-
mendacdes da Association of Official Analytical Chemistry para andlise
de residuos (ANVISA, 2003; AOAC, 1998; WOOD, 1999). O método
foi desenvolvido por meio da otimizagdo dos pardmetros seguindo as
recomendac¢oes de Langas (2012), e a etapa de EFS foi adaptada do
método proposto por Faria (2004). Os dados foram processados uti-

lizando o software LCSolutions (versdo 2.1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Validacao das condicdes cromatograficas

Para a sele¢do do comprimento de onda foram analisados os espectros
de absor¢do na regido do ultravioleta (UV) na faixa de 190 a 300 nm.
No comprimento de onda de 200 nm, obteve-se maxima absorg¢do para
02,4-D e 0 2,4-DCP, e em 206 nm foi obtida a méxima absor¢ao de
2,4,5-T, conforme apresentado na Figura 2.

Foram testadas diferentes FMs com eluigdo isocratica (FM1, FM2,
FM3, FM4) antes de chegar na FM do método. A primeira FM testada
(FM1) foi a mistura de metanol e H,O (50:50 v/v) acidificada com
H,PO, (0,10%) (FARIA, 2004), mas o resultado nao foi eficiente, mesmo
variando a concentragdo de metanol e o pH da solugéo. Para chegar a
FM2 foram realizados vérios testes variando a concentragio de ACN,
e o melhor resultado foi obtido utilizando ACN e H,O (42:58 v/v) aci-
dificada com H, PO, (0,10%). Visando a otimizagdo do método, foi tes-
tado o uso do tampao formiato de amonio na FM3, utilizando a mistura
de metanol e 10 mM de formiato de amdnio (50:50 v/v) acidificada
com H,PO, (0,10%); e na FM4, a FM era constituida de ACN e 10 mM
de formiato de amonio (42:58 v/v) acidificada com H,PO, (0,10%).

Tabela 1- Caracterizagao das amostras de agua.

Agua do rio Santa q -
Maria da Vitéria Aguafiltrada

minimo - maximo

Parametros (unidades)

minimo - maximo

pH (adimensional) 73-76 63-7]
Temperatura (°C) 21-25 20-23
Turbidez (UT) 231-370 019 -057
Cor aparente (UH) 160 - 244 1-2
Cor real (uH) 16-23 nd
Alcalinidade (mgCaCO, L") 19-24 85-140
Condutividade (uS.cm?) 50 -56 52-54
Absorbancia UV (cm" 0061-0097 0018-0021
Cloro livre (mg.L") - 012-105
COT (mg.Lh 844 - 896 128 -180
COD (mgL?) 710 - 850 -

UV: ultravioleta; COT: carbono organico total; COD: carbono organico dissolvido.
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Foi avaliada também a variagdo na temperatura da coluna, o volume
de injecio e o fluxo.

A FM otimizada foi composta por uma solugio de ACN e for-
miato de amdnio 10,0 mM acidificado com 0,10% de 4cido fosfdrico,
ACN:10 mmol.L" NH,COOH (47:53 v/v), empregando elui¢io iso-
critica com volume de injegdo de 50,0 UL da amostra com fluxo de
1,2 mL.min na temperatura de 30°C.

Os tempos de retengéo (t,) foram encontrados injetando solugoes
padrdes (n=7) na concentragdo de 100 pg.L', com os trés analitos e com
solucdes individuais destes, no mesmo dia e em dias diferentes, com
um coeficiente de variagio (CV) menor que 5%. O t, obtido foi de 3,92;
4,73 e 5,49 minutos para 2,4-D, 2,4-DCP e 2,4,5-T, respectivamente.

Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacéo é a capacidade
de avaliar, de forma inequivoca, o analito de interesse na presenga de
componentes que podem estar presentes na amostra de dgua natural,

como impurezas. A seletividade do método foi determinada analisando

a possivel presenca de componentes que pudessem eluir no t, dos ana-
litos de interesse, interferindo nas andlises. Dessa forma, foram anali-
sadas trés diferentes amostras do branco da matriz (n=3) e da matriz
fortificada para verificar a possivel presenga de interferentes. O resul-
tado foi comparado a amostra padrio e esta apresentado na Figura 3.
Na Figura 3A, ¢ apresentado o cromatograma de uma amostra do branco
da matriz-dgua do rio Santa Maria da Vitdria, que demonstra a auséncia
de interferentes nos ty dos analitos, indicando a seletividade da meto-
dologia proposta. Na Figura 3B, tem-se o cromatograma obtido com a
amostra de dgua do rio Santa Maria da Vitdria fortificada com os trés
agrotoxicos em estudo; e na Figura 3C, observa-se o cromatograma da
amostra padrdo com a adigdo dos trés compostos em dgua ultrapura.

Em todas as amostras a concentragdo dos analitos foi de 100,0 pg.L".

Linearidade
A linearidade do método foi determinada a partir das curvas analiticas
obtidas pela injecdo de solugdes padrdes (n=7) em 7 concentragdes dos

analitos — 20,0; 30,0; 50,0; 76,0; 100,0; 126,0; e 150,0 ug.L"* — em agua
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Figura 2 - Perfis cromatograficos de maxima absorcao na regido do ultravioleta dos analitos (A) 2,4-D; (B) 2,4-DCP e (C) 2,4,5-T determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos.
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ultrapura. A linearidade da resposta de detecgao dos analitos pela técnica
cromatografica foi avaliada pela relagdo entre a concentragéo injetada e
a area do pico de resposta. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Os resultados demonstraram a capacidade da técnica em correlacionar
diretamente os valores da concentragio dos analitos na amostra com a drea
do pico de resposta para todos os analitos avaliados. A resposta linear da
técnica foi satisfatdria, apresentando coeficientes de correlagao (r) superio-
res a 0,99, estando de acordo com as normas exigidas pela Anvisa (2003).

Valores de coeficientes semelhantes também foram observados em
diferentes estudos para determinacio de 2,4-D e 2,4-DCP, utilizando
técnica de CLAE. Em separagoes utilizando o sistema de detecgao DAD,

observou-se a linearidade no intervalo de concentragdo de 2,4-D de 40

a140 ug.L?, com (r) de 0,9984 (DARCHIVIO et al., 2007). Utilizando

o sistema de detecgdao UV, observou-se a linearidade no intervalo de

Tabela 2 - Tempo de retencao, comprimento de onda, coeficiente de
variagao, equacao da curva de calibracao e coeficiente de correlagao.

Dados da curva
CV (%) de calibracao

. A | Concentracao
Analitos Gl (ug.L)
24-D 391|200 20a150 13-51 | y=46169x - 884 | 09989
24-DCP | 471|200 20a150 16-4]1 | y=62906x - 2139 | 09991
245T |54 206 20a150 13-42 | y=42505x - 1611 | 09985

t.: tempo de retencao; A: comprimento de onda; CV: coeficiente de variagao; r:
coeficiente de correlagdo.
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Figura 3 - Perfis cromatograficos (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos): (A) amostra do branco da matriz-agua
do rio Santa Maria da Vitdria; (B) amostra da agua do rio Santa Maria da Vitéria fortificada com os analitos (100 pug.L"; (C) amostra padrao (100 pug.L".
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100 a 1.000 pg.L*, com (r) de 0,9989 para anilise de 2,4-D (BRONDI
& LANCAS, 2005). Para a detecgio de 2,4-DCP foi observado valor de
(r) de 0,9982, para o intervalo de concentragio de 2.000 a 10.000 pg.L"!
(MACEDO NETO; FROEHNER; MACHADO, 2012), e de 0,9905, para
linearidade de 100 a 10.500 pg.L* (LOPES et al., 2011).

Precisao e exatidao

Precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios indepen-
dentes e repetidos, de uma mesma amostra, de amostras semelhan-
tes ou padrodes, sob condi¢es definidas; e pode ser avaliada pelo CV
(RIBANTI et al., 2004, ANVISA, 2003). A precisdo do método foi ava-
liada por meio da repetitividade, em ensaios realizados no mesmo dia,
das solugdes preparadas em triplicata e em trés niveis de fortificagdo —
1,0,3,0 e 5,0 ug.L* —, expressa por meio do CV, em agua natural, con-
forme recomendagoes da Anvisa (ANVISA, 2003).

A exatiddo do método foi avaliada por meio da EFS e medida pelas
respectivas porcentagens de recuperagdo. O teste de recuperagio foi
realizado pela adi¢ao dos analitos em amostras de dgua filtrada da
ETA e dgua bruta do rio Santa Maria da Vitéria. Volumes de 50 mL
da amostra de 4gua foram coletados e fortificados com os analitos na
concentragio final de 1,0; 3,0 e 5,0 ug.L"' com anélises em triplicata.
Em seguida, foram concentrados em cartuchos de extragéo tipo C , e
analisados no sistema cromatografico. As porcentagens de recupera-
¢do obtidas variaram entre 85 e 119% e a repetibilidade, expressa em
CV, foi inferior a 12%, conforme apresentado na Tabela 3.

Esses resultados sdo considerados satisfatorios para analise de resi-
duos de agrotoxicos, cujo intervalo de recuperagoes entre 70 e 120%
com precisdo de até 20% é aceitavel (AOAC, 1998; RIBANI et al., 2004;
WOOD, 1999). Estudos que avaliaram a recuperagdo de 2,4-D apre-
sentaram valores que variaram entre 73 e 111% (MACEDO NETO;
FROEHNER; MACHADO, 2012; LOPES et al., 2011), com CV de até
11% (BRONDI & LANCAS, 2005). Para o 2,4-DCP foi encontrado valo-
res entre 73 e 88% de recuperagio, com CV de 5% (LOPES et al., 2011).

As porcentagens de recuperagdo obtidas demonstraram que o
método esta de acordo com o estabelecido pela Anvisa (ANVISA,
2003), que determina que as porcentagens de recuperagido proximas
de 100% sao desejaveis, porém se admite valores menores, desde que

a recuperacao seja precisa e exata.

Limite de deteccao e limite de quantificacao

O LD e 0 LQ do método, EFS-CLAE-DAD, foram determinados a par-
tir de solugdes nas concentragdes de 1,0; 3,0 e 5,0 pg.L! dos analitos de
estudo. O LD foi calculado a partir dos pardmetros de trés curvas de cali-
bragédo construidas para cada nivel de concentragéo. O LQ foi atribuido
as menores concentragdes dos analitos presentes nas solugdes que pude-
ram ser determinados com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi-

¢des experimentais estabelecidas, com CV dos picos medidos, inferiores
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a12% (ANVISA, 2003). Os valores de LD variam entre 0,17 € 0,51 pug.L*
e 0 LQ obtido foi de 1,0 ug.L'!, o que pode ser observado na Tabela 4.
A metodologia analitica para separagio de agrotoxicos utilizando
a técnica de CLAE com detector UV apresentou LD de 25,0 pg.L'e
LQ de 85,0 pg.L "' para o 2,4-D (BRONDI & LANCAS, 2005). O sis-
tema de separagdo com o uso do DAD apresentou valores de LD de
0,02 pg.L"' e de LQ de 0,07 pug.L ! para o herbicida 2,4-D (DDARCHIVIO
et al., 2007). Para o 2,4-DCP, os valores encontrados foram de 22,0
e 92,6 pg.L! para LD e LQ, respectivamente (OPEOLU; FATOKI;
ODENDAAL, 2010). LD de 0,072 pg.L"! e LQ de 0,22 pg.L! para o
2,4-D e LD de 0,083 pg.L! e LQ de 0,25 pg.L" para o 2,4-DCP tam-
bém foram apresentados quando da utilizagdo de CLAE/UV (LOPES
et al., 2011). Os valores de LD e LQ apresentados na Tabela 4 foram
considerados satisfatorios para analise de residuos de agrotdxicos em
amostras de dgua natural, atendendo aos limites determinados pela
legislagdo brasileira para presenga de 2,4-D+2,4,5-T (30 pg.L"') em

amostras de dguas para abastecimento publico.

Robustez
A robustez de um método mede a sensibilidade apresentada com

pequenas variagdes dos pardmetros. Diz-se que um método é robusto

Tabela 3 - Exatiddo (% recuperacao) e repetibilidade (% CV) do
método analitico em amostras de agua filtrada e agua bruta do rio
Santa Maria da Vitéria.

Agua do rio Santa
Maria da Vitéria

Recuperacao oy| Recuperacao o
85 43 97 33

Agua filtrada
Concentracao

Analitos (wg.L)

10

24D 30 98 8l 105 70
50 101 08 102 34
10 93 54 19 46

24-DCP 30 88 15 no 36
50 110 21 108 24
10 110 58 109 14

245T 30 101 25 14 4
50 109 30 107 24

CV: coeficiente de variacao.

Tabela 4 - Limite de deteccao e limite de quantificacao dos analitos.

Agua do rio

_
017

Santa Maria da Vitéria

Analitos

24D 100 042 100
24-DCP 028 100 020 100
245T 028 100 051 100

LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificagao.
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quando nao é afetado por uma modificagido pequena e deliberada em
seus pardmetros. Em CLAE, a robustez pode ser avaliada, por exem-
plo, pela variagdo de pardmetros como a concentragiao do solvente
organico, o pH e a temperatura (RIBANI et al., 2004). A robustez do
método foi avaliada por meio dos resultados obtidos de pequenas
variagdes nas temperaturas de acondicionamento da coluna (30, 33
e 36°C), no fluxo da FM (0,80, 1,00 e 1,20 mL.min™!), na composi-
¢do da fase organica (45,0, 47,0 € 49,0% ACN) e na adi¢do de acido
fosférico na FM aquosa (0,05, 0,10 e 0,20% — v/v) em agua ultra-
pura na concentragao de 100,0 pug.L™. Os resultados demonstraram
a robustez da técnica, e os perfis dos cromatogramas sao apresen-

tados na Figura 4.

Em relagdo a variagdo do fluxo, nio foi observada varia¢do na
intensidade dos picos dos compostos, apenas variagées no t, dos ana-
litos (Figura 4A), assim como na variagdo da porcentagem da fase
organica (Figura 4B). Com base nos resultados, verificou-se que o
método apresentou robustez com concentragdes de acido acético no
intervalo de 0,05 a 2,0% (Figura 4C), pois nessa faixa de concentragio
ndo ocorreram diferencas significativas nas resolu¢des cromatogra-
ficas. Sem a adi¢do do é4cido fosférico, os compostos 2,4-D e 2,4,5-T
nao foram detectados por serem compostos ionizaveis e pouco retidos
em fase reversa. Nesse caso, o ideal é trabalhar com pH abaixo do pKa
da substéncia, condigdo obtida com adigdo do 4cido fosforico, pois o

pH influencia na ionizagdo de dcidos, aumentando a retengdo em fase

Sem acido

30 35 40 45 50 55 60

A B
1,2 mL/min 49% ACN
10 mL/min
47% ACN
(o)
08 mL/min 45% ACN
30 40 50 60 70 80 90 30 40 50 60 70 80
C D
H,PO, 020%
300C
H,PO, 010%
,_/\A/A\ ‘/\1 330C
H,PO, 0.05%
360C

30 35 40 45 50 55 60

Figura 4 - Perfis cromatogréficos referentes aos padrées de 2,4-D, 2,4-DCP e 2,45T em &agua ultrapura na concentracdo de 100,0 ug.L"
(A) Diferentes fluxos; (B) diferentes concentragdes de acetonitrila; (C) diferentes concentragcdes de acido fosférico adicionado a fase mével aquosa
(v/v); (D) diferentes temperaturas de acondicionamento da coluna.
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reversa (LANCAS, 2009; BAGGIANI et al., 2000). A resolugdo cro-
matografica obtida com a FM contendo H,PO, 0,10% (pH 2,0+0,10)
foi definida como condigdo 6tima para os demais ensaios cromato-
graficos. Em relagéo a variagdo da temperatura de acondicionamento
da coluna, as resolugdes cromatograficas entre os analitos ndo apre-
sentaram diferengas, além de pequenas variagdes nos t, (Figura 4D),
mostrando-se robusto.

A técnica cromatografica se mostrou simples, rapida e satisfatoria
para a andlise simultdnea de 2,4-D, 2,4-DCP e 2,4,5-T em amostras
ambientais de dgua, podendo ser aplicada no controle e no monitora-

mento de mananciais e ETAs.

CONCLUSOES

O método de andlise de agrotoxicos em agua utilizando EFS e CLAE-
DAD demonstrou seletividade, linearidade (r>0,997), precisao (CV<12%)
e exatiddo >85% para separar e quantificar simultaneamente os com-
postos 2,4-D, 2,4-DCP e 2,4,5-T em 4gua filtrada e 4gua de manancial
superficial. Os valores de LD entre 0,17 ¢ 0,51 ug.L"' ede LQ de 1,0 ug.L™
atendem aos limites estabelecidos pela Portaria MS n° 2.914/2011.
Portanto, o método apresentado pode ser utilizado para a detecgdo e
a quantifica¢do concomitante de 2,4-D, 2,4-DCP e 2,4,5-T em 4guas de
abastecimento publico e no controle e no monitoramento ambiental,

atendendo os limites estabelecidos nas legislagdes brasileiras.
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