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RESUMO

Este trabalho faz parte de uma pesquisa desenvolvida no municipio de Tiangua, Ceard a cerca do estudo
investigatorio e quantitativo da contaminagdo da agua subterranea, pertencente ao Aquifero Serra Grande, por
pesticidas a partir do monitoramento de uma bateria de pogos.

Os pesticidas analisados foram: atrazina, simazina e metil paration. Para a determinacdo e quantificacdo dos
pesticidas utilizou-se 0 método de Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/UV). Os testes de
validagdo do método para a determinagdo dos pesticidas foram realizados na Central de Analises Quimicas
(CAQ) do Instituto de Quimica de S&o Carlos, da Universidade de Sdo Paulo — USP, no periodo de outubro e
novembro de 2005. Para a realizagdo dos testes foi empregado Cromatégrafico Liquido de Alta Eficiéncia,
Shimadzu (LC-10AD) equipado com um detector UV-VIS Diode array (SPD-10AVP), com duas bombas SL-
10AVP, operando com dois solventes. Os resultados dos testes cromatograficos: repetibilidade, recuperacéo e
estabilidade bem como os limites de detecgdo e quantificagdo mostraram-se satisfatérios, confirmando a
eficiéncia do método para a determinacéo dos pesticidas nas amostras de agua subterranea.

PALAVRAS-CHAVE: Cromatografia Liquida, Testes de validag&o, Pesticidas, Agua Subterranea, Tiangua.

INTRODUCAO

Nas duas Ultimas décadas, houve um aumento significativo no desenvolvimento da agricultura no Brasil,
resultante do aumento de area cultivada, da produtividade e da utilizacdo de fertilizantes e agrotdxicos (ANA,
2005). O uso de fertilizantes nas areas agricultaveis do Brasil, para o periodo de 1992 a 2002, cresceu duas
vezes e meia. Em relagdo aos agrotdxicos, o Brasil esta entre 0s maiores consumidores do mundo. Os
herbicidas figuram como os mais utilizados (58% do total), seguidos dos inseticidas (13 %) e fungicidas
(11%). Segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola — SINDAG, a
venda total de agrotoxicos, em 2004, atingiu US$ 4,49 bilhdes, 43% a mais em faturamento do que em 2003.

Como em outras regides do Brasil, pesticidas sdo usados rotineiramente para aumentar producdes agricolas
nos diversos tipos de culturas desenvolvidas na Serra da Ibiapaba, Ceara. O uso de pesticidas no municipio de
Tiangua é considerado como um dos maiores do Estado e tem sido alvo de preocupagdo (NOROESTE, 2002).
Este fato torna-se relevante, uma vez que pode estar havendo comprometimento da qualidade das aguas
subterraneas da regido, sobretudo no que se refere aos riscos a saude da populagdo. Além dos problemas de
salide associados a utilizacdo e a manipulagdo dos agrotdxicos, a aplicacdo indiscriminada desses compostos
em areas de intensa atividade agricola pode resultar em graves problemas de contaminagdo das aguas
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subterraneas. A transferéncia desses compostos do solo para as &guas subterrneas ocorre, principalmente,
pelo processo de lixiviacéo.

O controle dos usos e da qualidade das aguas subterraneas é ainda insatisfatorio, dada a dispersao e a falta de
articulagdo legal e institucional. O uso intensivo dos recursos naturais subterraneos e de agrotoxicos,
associado & elevada producdo de residuos na sociedade, freqlientemente causa ameaca & qualidade das &guas
subterraneas. A degradacdo da qualidade das aguas subterraneas pode ocorrer em grandes areas a partir de
fontes difusas como percolagdo profunda de areas intensamente cultivadas (WADE, 1998).

A determinacdo e quantificacdo de residuos de agrotéxicos nos mananciais subterraneos tem sido alvo de
inimeras pesquisas no Brasil e no mundo. Metodologias baseadas em cromatografia tem sido freqlentemente
adotadas como instrumento de deteccdo e medicdo desses insumos em amostras de agua subterranea. Os
instrumentos e testes para validacdo de métodos cromatograficos, utilizados na determinacédo de pesticidas em
amostras de &gua, sdo essenciais para garantir a confiabilidade do método, como também gerar resultados
seguros que possam subsidiar politicas de prevencdo e recuperacdo dos recursos hidricos suscetiveis a
contaminacdo ou ja contaminados, principalmente, em areas de intensa atividade agricola.

MATERIAIS E METODOS
Validagao do método de determinacgao de pesticidas nas amostras de agua subterranea

Para a determinacdo e quantificacdo dos pesticidas: atrazina, simazina e metil paration nas amostras de agua
subterranea de uma bateria de pogos monitorados no municipio de Tiangua-CE (Brasil), foi utilizado o método
de Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/UV).

Os testes de validagdo do método para os pesticidas citados, foram realizados na Central de Analises Quimicas
(CAQ) do Instituto de Quimica de S&o Carlos, da Universidade de S&o Paulo — USP no periodo de outubro e
novembro de 2005.

Para a realizacdo dos testes cromatograficos foi empregado Cromatégrafico Liquido de Alta Eficiéncia,
Shimadzu (LC-10AD) equipado com um detector UV-VIS Diode array (SPD-10AVP), com duas bombas SL-
10AVP, operando com dois solventes. A Figura 1 mostra a estrutura cromatografica utilizada para
determinac&o dos pesticidas e validacdo do método a partir de testes cromatogréficos.

Figura 1 — Estrutura cromatogréfica utilizada para a deteccéo dos pesticidas e valida¢do do método na
Central de Analises Quimicas do Instituto de Quimica de S&o Carlos — USP.

A separacdo dos compostos foi realizada apds a inje¢do de 20 pL da amostra concentrada em uma coluna da
Supelco C18 (25 cm x 4.6 mm DlI; particulas de 5 um) nas seguintes condi¢des de eluicéo:

- Atrazina e simazina: fase mdvel composta por agua (A) e acetonitrila (B) com fluxo constante de 0,8
mL/min com a seguinte programacéo: de 0 a 2,00 min 50% de B; em 5,00 min 80% de B; em 10,00min 50%
de B até 11,00min.
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- Metil paration: fase mével composta por dgua (80%) e acetonitrila, com fluxo de 0,8 mL/min, detectados por
absorcdo na regido UV a 270nm. Nas Figuras 3, 4 e 5 sdo mostrados os espectros ultravioleta da atrazina,
simazina e metil paration, respectivamente.

Cursor220{nm). 71.72(mAbs)
RT: 6.97(min)
Abs :

nm-200 220 240 260 280 300 320 340
Figura 2 — Espectro UV da atrazina.

Cursor238(nrm), 71.14(mabs)
RT: 5.67(min)
A :

n-200 220 240 260 280 300 320 340
Figura 3 — Espectro UV da simazina.
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Figura 4 — Espectro UV do metil paration.

A quantificacdo da concentracdo dos pesticidas analisados foi realizada pelo método do padrdo externo, de
modo que a curva de calibracéo foi obtida a partir da regresséo linear das areas das solucdes padrao contendo
0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 mg/L de simazina e atrazina, 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg/L de metil paration, injetados
em triplicata e preparados por diluicdo de uma solucdo estoque 100 mg/L de cada padrdo em &gua/acetonitrila
50%.

A eficiéncia e validacdo do método cromatografico utilizado foram avaliadas utilizando os seguintes testes
cromatograficos: repetibilidade, recuperacéo e estabilidade dos pesticidas analisados assim como, os limites de
deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ).
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O limite de deteccéo (LD) corresponde & menor quantidade de um analito que pode ser detectada, porém, ndo
necessariamente quantificada como um valor exato e o limite de quantificacdo (LQ), corresponde a menor
quantidade de um analito que pode ser quantificada com exatiddo (LANCAS, 2004). O limite de detecc¢éo para
cada analito foi determinado por injecdo de dilui¢Bes sucessivas da solugdo estoque dos padrdes analiticos, até
que a area obtida fosse o triplo do valor da variagéo do ruido da linha de base. O limite de quantificagéo foi o
dobro do limite de deteccdo, o qual foi avaliado pela constancia da area relativa dos padrdes de atrazina,
simazina e metil paration.

O teste de repetibilidade expressa a fidelidade obtida nas mesmas condi¢Ges operacionais (analista,
equipamento, etc.) aplicadas em um curto intervalo de tempo. Em analises cromatogréaficas, é importante
conhecer a repetibilidade do composto analisado, visto que ela é utilizada para confirmar a sua identidade
(andlise quantitativa). Este teste foi realizado usando inje¢Bes sucessivas de dez amostras de uma mesma
solucdo-padrdo de cada analito. As concentragdes iniciais foram de 0,05 mg/L para a atrazina e simazina e de
0,75 mg/L para o metil paration. Segundo Lancas (2004), ndo h& uma regra geral para valores maximos de
desvio aceitavel, entretanto, uma repetibilidade no desvio padrdo de até um no tempo de retencédo e na area (ou
altura) tem sido considerada aceitavel.

O teste de recuperacdo ¢ uma medida de eficiéncia do processo de isolamento do analito de interesse da
matriz no qual se encontra presente. Na maioria dos procedimentos analiticos de validacdo, recuperacfes
dentro da faixa de 70 a 120% s&o aceitas (LANGCAS, 2004). O teste de recuperacao foi efetuado por meio da
dopagem de uma amostra previamente analisada. A amostra escolhida para a realizacdo da dopagem ndo
apresentou nenhum dos analitos de interesse em concentracbes acima do limite de deteccdo estabelecido
experimentalmente, e ocorreu antes da etapa de passagem das mesmas pelo cartucho (SPE) visando avaliar os
procedimentos de concentracdo e quantificagcdo por completo. As concentracdes dos padrbes escolhidas para a
dopagem foram de 1,00 mg/L para os pesticidas: simazina, atrazina e metil paration. Teoricamente, a etapa de
concentragdo promovera um acréscimo de cinco vezes na quantidade do analito existente na amostra,
ocasionando uma concentracdo final esperada do analito correspondente a média da faixa utilizada na
construcdo das curvas de calibragéo.

De acordo com Langas (2004), o teste de estabilidade de um analito refere-se ao tempo durante o qual as
solucBes-padréo e da amostra contendo o analito podem ser utilizadas sem que haja decomposicéo apreciavel
dentro das condicGes experimentais fixadas. Neste estudo, este teste foi realizado com o objetivo de conhecer
o0 decaimento dos pesticidas estudados.

RESULTADOS

As melhores condigdes cromatograficas para identificacdo dos pesticidas foram obtidas usando um sistema
isocratico para metil paration e um sistema de solvente gradiente para atrazina e simazina, na qual a variagao
da composicéo da fase mével permitiu obter a separac¢do dos picos sem o alargamento dos mesmos. Isto foi
obtido diminuindo-se a polaridade da fase mdvel (acetonitrila:dgua), neste caso variando a concentracdo de
acetonitrila de 50 a 80%. Nestas condi¢cGes os compostos foram eluidos da coluna com tempo de retencédo
entre 4 e 11 minutos.

Estes analitos foram monitorados nos comprimentos de onda de 220nm (atrazina), 238nm (simazina) e 270nm
(metil paration), para os quais 0s compostos apresentaram melhor absortividade sem a interferéncia de outros
compostos organicos presentes nas matrizes investigadas.

A escolha do método de anélise dos pesticidas nas amostras de agua subterranea teve como base a grande
aceitacdo, de acordo com a literatura consultada, do método Extracdo em Fase Sélida com cartuchos C-18.
Quanto & técnica instrumental, a cromatografia liquida (HPLC/UV), empregada neste trabalho, € bastante
eficiente e oferece limites de detec¢do compativeis com outras técnicas utilizadas.

Os limites de detec¢do medidos foram suficientemente baixos (Tabela 1), sendo possivel comparar as medidas
dos pesticidas nas amostras de 4gua com os limites dessas substancias estabelecidos na legislacdo brasileira ou
seja, 2,00 pg/L para atrazina e simazina, segundo a Portaria 518/2004 do MS/2004 para agua destinada ao
abastecimento publico e 0,04 pg/L (classe 2) para paration, de acordo com a Resolucdo do CONAMA
357/2005.
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Tabela 1 — Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) dos pesticidas analisados.

Limites Simazina Atrazina Metil paration
LD (ppm) 0,05 0,05 0,50
LQ (ppm) 0,10 0,10 1,00

Os valores do limite de detec¢do de atrazina e simazina, quando comparados com aqueles encontrados por
Dores (2004), ficaram bem préximos, mesmo que a técnica utilizada pela autora tenha sido baseada em
cromatografia gasosa com detector de nitrogénio e fésforo (CG/DNP). Os limites de deteccdo encontrados
nesta pesquisa estiveram na mesma ordem de grandeza daqueles encontrados por Pinto; Jardim (2000), que
empregaram técnica HPLC/UV com extragdo em fase sélida e cartuchos C-18, ou seja, semelhante a utilizada
nesse trabalho.

Os resultados do teste de repetibilidade, apresentados na Tabela 2, mostraram valores de desvio padrdo de
0,003 para os herbicidas atrazina e simazina, respectivamente, e 0,007 para metil paration. Esses resultados
estdo dentro da faixa tolerada que, segundo Lancas (2004), a repetibilidade com desvio padréo de até um no
tempo de retencdo e na area (ou altura), tem sido considerada aceitavel. Comparando o valor de concentracao
real, ou seja, 0,05 mg/L tanto para atrazina quanto para simazina e 0,75 mg/L para metil paration observa-se
que as concentracBes médias medidas de 0,048 mg/L para atrazina e simazina e 0,753 mg/L para metil
paration se encontram bem préximas da concentragdo real.

Os valores mostrados na Tabela 2 resultaram de 10 injecfes para os trés compostos estudados. O Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial - INMETRO, (2003) recomenda sete ou mais
repeticOes para o calculo da estimativa do desvio padrdo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA, (2003) sugere que a repetibilidade seja realizada a partir de um minimo de nove determinagGes.

Com base nas consideracdes feitas, pode-se admitir que os resultados do teste de repetibilidade expressaram
fidelidade obtida sob as mesmas condi¢cBes operacionais, como por exemplo, para 0 mesmo analista e
equipamento.

Tabela 2 — Teste de repetibilidade dos pesticidas presentes em amostras de agua subterranea do
municipio de Tiangua.

Teste de repetibilidade do método

Atrazina Simazina Metil paration
Injecdes Co=10,05 (mg/L) Co=10,05 (mg/L) Co=0,75 (mg/L)
C. medida Erro C. medida Erro C. medida Erro

1 0,044 -0,120 0,049 -0,020 0,748 -0,003
2 0,045 -0,100 0,046 -0,080 0,746 -0,005
3 0,049 -0,020 0,049 -0,020 0,771 0,028
4 0,052 0,040 0,044 -0,120 0,756 0,008
5 0,051 0,020 0,045 -0,100 0,751 0,001
6 0,047 -0,060 0,045 -0,100 0,747 -0,004
7 0,050 0,000 0,052 0,040 0,762 0,016
8 0,049 -0,020 0,054 0,080 0,749 -0,001
9 0,045 -0,100 0,048 -0,040 0,750 0,000
10 0,044 -0,120 0,049 -0,020 0,753 0,004
MD 0,048 -0,048 0,048 -0,038 0,753 0,004
CV(%) 6,3 - 6,3 - 0,1 -
DP 0,003 0,057 0,003 0,061 0,007 0,010
EMA - -0,120 - -0,012 - 0,064

MD - média; CV - coeficiente de variacdo; DP — desvio padrdo; EMA — erro maximo absoluto.

Para a avaliacdo da recuperacdo dos pesticidas analisados, uma amostra foi fortificada com 1,0 mg/L da
solucdo padrdo de cada composto, resultando em uma concentracdo final de 5,0 mg/L, conforme as técnicas
de pré-concentragdo.
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Os valores de recuperacgdo dos pesticidas analisados encontram-se na Tabela 3. Cada amostra foi injetada em
triplicata e o valor da recuperacdo para cada analito foi calculado em funcdo da média das concentracdes
obtidas para cada um. Os valores de recuperacdo para atrazina, simazina e metil paration foram,
respectivamente, 96,6; 97,2 e 95,5%. Estes resultados sdo satisfatorios uma vez que, na maioria dos
procedimentos analiticos de validacdo, recuperacdes dentro da faixa de 70 a 120% sdo consideradas
satisfatdrias (LANCAS, 2004).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 3, pdde-se concluir que o teste de recuperacdo realizado a
fim de avaliar a eficiéncia do processo de isolamento do analito de interesse e dos procedimentos de extracao
dos compostos presentes na matriz investigada, mostrou recuperagdes adequadas.

Tabela 3 — Teste de recuperacao para os pesticidas analisados em amostras de 4gua subterranea no
municipio de Tiangua.

Teste de Recuperacgdo

Compostos Dados Concentracdo (mg/L) Recuperacéo (%)
Valor real 5,000
Valor medido 1 4,870
. Valor medido 2 4,720 96,6
Atrazina )
Valor medido 3 4,910
MD 4,830
DP 0,100
Valor real 5,000
Valor medido 1 4,890
L Valor medido 2 4,930 97,2
Simazina .
Valor medido 3 4,770
MD 4,860
DP 0,080
Valor real 5,000
valor medido 1 4,750
. . valor medido 2 4,910 95,2
Metil paration .
valor medido 3 4,630
MD 4,760
DP 0,140

MD - média; DP - desvio padrdo.

Na Tabela 4 séo mostrados os dados relativos ao teste de decaimento dos pesticidas analisados. Foi constatado
decaimento em todos os niveis dos compostos mesmo tendo sido tomadas as devidas precaucdes nas etapas de
coleta, acondicionamento, transporte e preparagdo das amostras de agua subterranea. Observa-se que 0
decaimento foi maior para as menores concentragdes.

Embora haja decaimento com o tempo na concentragdo dos pesticidas, para uma faixa de 0,1 a 1,00 mg/L de
concentracdo inicial a persisténcia dos compostos apds 3 meses, aproximadamente, ficara entre 40 e 83%.
Sendo assim, pode-se concluir que serd possivel medir a ordem de grandeza dos compostos em até 3 meses,
aproximadamente.
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Tabela 4 — Teste de decaimento dos pesticidas presentes nas amostras de gua subterranea no
municipio de Tiangué no intervalo de 46 dias

; Concentracdo (mg/L) Coeficiente
Numero . .
Compost C. média . C. média . de
de : Desvio : Desvio :

° amostras Co Medida padréo Medida padréo decal_mlento

(25/10/05) (10/12/05) dia’
3 0,1 0,089 0,010 0,053 0,008 0,011
Atrazina 3 1,0 0,918 0,008 0,766 0,112 0,004
3 10,0 9,813 0,176 9,217 0,143 0,001
3 0,1 0,089 0,002 0,069 0,006 0,006
Simazina 3 1,0 0,903 0,015 0,822 0,103 0,002
3 10,0 10,403 0,383 9,884 0,229 0,001
Metil 3 1,0 0,888 0,197 0.808 0.169 0,002
par;tilon 3 5,0 5,022 0,224 4,641 0,262 0,002
3 10,0 9,760 0,263 9,199 0,263 0.001

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos nesta pesqueis péde-se concluir que:

As anélises dos pesticidas investigados nas amostras de &gua subterrnea indicaram que as melhores
condicOes cromatograficas foram obtidas usando um sistema isocratico para metil paration e um sistema de
solvente gradiente para atrazina e simazina com tempo de retencéo entre 4 e 11 minutos.

Os limites de deteccdo foram suficientemente baixos permitindo comparar as medidas dos pesticidas nas
amostras de 4gua com os limites dessas substancias estabelecidos na legislacao brasileira.

Os resultados do teste de repetibilidade indicaram correlagdo com a faixa tolerada, mostrando fidelidade
obtida sob as mesmas condic¢des operacionais, como por exemplo, para 0 mesmo analista e equipamento.

Os valores de recuperacdo dos pesticidas analisados mostraram-se recuperacfes adequadas a fim de avaliar a
eficiéncia do processo de isolamento do analito de interesse e dos procedimentos de extracdo dos compostos
presentes na matriz investigada.

Para o teste de decaimento dos pesticidas analisados, constatou-se decaimento em todos os niveis dos
compostos. Embora haja decaimento com o tempo na concentracdo dos pesticidas a persisténcia dos
compostos apds 3 meses, aproximadamente, ficara entre 40 e 83%. Sendo assim, pode-se concluir que sera
possivel medir a ordem de grandeza dos compostos em até 3 meses, aproximadamente.
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