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Resumo

O picloram é um herbicida organoclorado, utilizado no controle de ervas daninhas em vérias culturas e
apresenta alta persisténcia em solos (90 dias) e aguas (2,6 dias [18,19]) . O objetivo deste trabalho foi
determinar o picloram em aguas naturais usando CLAE com colunas C18 e C18monolitica, avaliar a
recuperacdo do pesticida com os métodos desenvolvidos e compara-los. Para a coluna C18, a melhor
condicdo de fase movel utilizada foi 60:40 de acetonitrila(ACN)/acido fosforico 0,1%, resultando em
Tempo de Retencdo(Tr)=3,21min e volume de solvente gasto Vacn=2,31mL. Para a C18monolitica a
melhor condicdo de fase movel foi 40:60 acetonitrila/acido fosforico 0,1%, resultando em Tr= 1,68min
e volume de solvente gasto por analise= 0,80mL de ACN. Os métodos apresentaram precisdo de 2,3%
para 0,1 mg L™ de picloram e sio estatisticamente equivalentes (teste t de student, para 95% de
confianca). As curvas analiticas obtidas y=(120923+351)(mg L*)C+(13437+6117), R? = 0,9999, faixa
linear 0,1-50,0mg L™ e y=(116008+774)(mg L*)C+(-2383+14212), R? = 0,9996, faixa linear 0,05-
50,0mg L™ para os métodos empregando C18 e Cl8monoliticas, respectivamente, com limites de
deteccdo 0,01 e 0,05mg L™ Entretanto, a coluna monolitica oferece vantagens em relacio a
convencional, com menores Tg, quantidades de solvente organico e maior faixa linear de trabalho.
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Abstract

Picloram is an organochlorine herbicide, used to control weeds in various crops and has high
persistence in soils (90 days) and waters (2.6 days [18,19]). The objective of this work was to determine
picloram in natural waters using HPLC with C18 and C18monolithic columns, to evaluate the recovery
of the pesticide with the developed methods and to compare them. For the C18 column, the best mobile
phase condition used was 60:40 acetonitrile(ACN)/0.1% phosphoric acid, resulting in Retention Time
(RT)=3.21min and volume of solvent spent Vacn=2.31mL. For C18monolytic, the best mobile phase
condition was 40:60 acetonitrile/0.1% phosphoric acid, resulting in RT=1.68 min and volume of solvent
used for analysis=0.80 ml of ACN. The methods showed 2.3% precision for 0.1 mg L™ of picloram and
are statistically equivalent (student's t-test, for 95% confidence). The analytical curves obtained
y=(120923+351)(mgL*)C+(13437+6117), R?=0.9999, linear range 0.1-50.0mgL™ and y=(116008+774)
(mgL™)C+(- 2383+14212), R?=0.9999, linear range 0.05-50.0mgL™* for methods employing C18 and
C18monolithic, respectively, with detection limits 0.01 and 0.05mg L. However, the monolithic
column offers advantages over the conventional one, with lower RT, quantities of organic solvent and
greater linear working range.
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1. Introducéo

A dagua é um dos recursos naturais mais importantes do mundo, mas sua disponibilidade como agua
potavel sofreu/sofre varias modificages devido a agdo do homem como, por exemplo, o desmatamento,
assoreamento de rios e nascentes e aplicacdo exacerbada de pesticidas [1]. Os pesticidas além de causar
problemas ambientais com a contaminacdo dos solos, aguas, eutrofizacdo, a morte de peixes, entre
outros, podem afetar a sade humana a partir do consumo de &gua e alimentos contaminados [2-7].

Ha& ainda outras maneiras de contaminagdo por agrotoxicos como, por exemplo, os moradores que
vivem ao entorno do local de cultivo, “locais atingidos por residuos de pulverizagdo aérea e
trabalhadores expostos™ [8]. Alguns autores [8-11] estudaram os casos de intoxicagdes geradas devido
ao uso de agrotéxicos em todas as regides do Brasil, concluindo que os maiores valores de notificacdo
de casos ocorrem no estado de S&o Paulo e de 6bitos, na regido Nordeste, entre homens na faixa de 25 a
44 anos. Vérias sdo as doencas que estdo atreladas ao uso de pesticidas como transtornos mentais,
depressdo, ansiedade, distlrbios respiratdrios, além de varios tipos de cancer [12].

Dentre os agrotéxicos empregados no Brasil, os herbicidas sdo os mais utilizados e, na classe dos
organoclorados, temos o herbicida picloram (4-amino-3,5,6-trichloro-2-pyridinecarboxilic acid), um
herbicida utilizado sozinho ou associado ao 2,4-D ou 2,4,5-T, para o controle de ervas daninhas em
diversas culturas. Esse pesticida (Figura 1) atua como mimetizador de auxinas naturais que sao
horménios reguladores de crescimento vegetal, como o acido indolacético, inibindo a sintese de
proteinas, e assim ocasionando a morte da espécie. Devido a sua alta taxa de lixiviacdo no solo,
principalmente em solos com baixo teor de matéria organica e pH elevado, [13-16], o picloram também
fora encontrado em &guas superficiais e subterraneas [17-18].

O picloram apresenta meia-vida no solo, em média, de aproximadamente 90 dias e na agua de 2,6 dias,
podendo ser degradado a partir da luz solar e também através da acdo de microrganismos [19-20]. Tal
caracteristica pode gerar a bioacumulcdo do pesticida no solo e no ambiente aquético, contaminando
flora e fauna, e posteriormente contaminar niveis tréficos superiores, como o ser humano. A exposi¢do
direta ou indireta ao herbicida, por longos periodos, “pode causar danos ao sistema nervoso central,
perda de peso, diarreia e fraqueza” [21].
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Figura I: Equilibrio de ionizagdo do picloram

O herbicida picloram atua similarmente a auxinas naturais das plantas, horménios reguladores do
crescimento vegetal, sua absorcdo ocorre na forma idnica pelas raizes, caules e folhas, promovendo a
divisdo celular e alongamento acelerados, ativando o metabolismo [22]. De acordo com Grouver [23], a
adsorcdo de picloram no solo é dependente do pH e h4 uma diminui¢do na bioatividade do herbicida
para baixos valores de pH. Uma vez que o picloram apresenta pKa =3,4 [24], abaixo de pH = 3,4 esse
herbicida, encontra-se prioritariamnte em sua forma molecular que ndo favorece sua absor¢do pelas
plantas e justifica a diminuicdo da sua bioatividade. Entretanto, em pHs de solugBes de solos, que
normalmente estdo entre 4,5- 8,0 [25] a forma i6nica do picloram é favorecida (sentido 1, Figura 1), o
gue acarreta em baixa adsor¢do no solo, provavelmente devido a repulsdo entre cargas negativas
presentes em argilas e o anion picloram. Esse herbicida é um &cido moderadamente polar e forte, 0 que
confere também baixa adsor¢do [26]. Solos arenosos e com pequena concentracdo de matéria organica
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também dificultam sua adsor¢do [27], de modo a favorecer a lixiviagdo do herbicida para rios, lagos,
bem como para lencgais freaticos causando sua contaminagao [16].
Apesar de técnicas alternativas como Fluorescéncia [28], Voltametria [29], Voltametria com SIC [30] e
Cromatografia I6nica [31], a Cromatografia Gasosa (CG) é empregada para determinar varios pesticidas
em matriz aquosa, com prévia extragdo liquido-liquido. No entanto, atualmente, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com coluna C18 tem sido a mais empregada na determinagdo de
agrotdxicos, devido as vantagens que a técnica apresenta, comparada com a CG [32]. Como alternativa
as colunas C18, utiliza-se colunas C18 monoliticas por apresentarem estrutura interna sélida e
altamente porosa composta por macroporos e mesoporos que fornecem altas permeabilidade e
eficiéncia de coluna, sem atingir altas pressdes no equipamento [33-34].
Este trabalho teve como proposta o desenvolvimento de métodos para determinar picloram empregando
CLAE com as colunas C18 e C18 monolitica, e realizar testes de recuperacdo do herbicida com os
métodos otimizados em amostras de aguas naturais de Feira de Santana-BA.

2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais e reagentes

Todos os experimentos de quantificacdo do picloram (Pic) foram realizados em Cromatografo Liquido
de Alta Eficiéncia (HPLC) Shimadzu, LC-20AT, com detector espectrofotométrico "Photodiode Array"
modelo SPD-M20A e forno de colunas modelo CTO-20A para operar na faixa de temperatura ambiente
+10°C a 85°C com precisdo de +/- 0,1°C, a uma Coluna HP - Zorbax SB-C18, 4,6 x 150 mm, 3,5 um €
coluna monolitica Phenomenex, Onyx-C18 100 x 4,6 mm. As amostras de &guas naturais foram
caracterizadas por analises fisico-quimicas com o equipamento multiparametro modelo PCD 650,
marca Oakton.

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico (P.A) e todas as solugBes de
trabalho foram preparadas em agua deionizada. A solugdo estoque de picloram 1000 mg L™ foi
preparada dissolvendo o padrio solido (Riedel de Haén, pureza > 99%, massa molar 215,69 g mol™) em
agua deionizada e alcool etilico 98% da marca J.T. Backer. A acetonitrila sigma aldrich, grau HPLC,
pureza > 99,9% foi utilizada como solvente nas elui¢cdes cromatograficas. As solucdes de trabalho
foram preparadas diluindo esta solu¢cdo em &gua deionizada de modo a obter as concentracBes
desejadas.

2.2. Coleta e caracterizacao das amostras de aguas

As amostras de aguas foram coletadas nas lagoas Grande e do parque da cidade Frei Monteiro. A coleta
foi realizada de acordo com o procedimento de amostras simples (coletada de uma Unica vez) com
coleta superficial (profundidade entre 0 e 30 cm) em recipientes de vidro produzidos com borossilicato
de boca larga (1,0 L) como estabelece a NBR 9898/1987 e foram caracterizadas in locu com
equipamento multipardmetro para obtencdo de dados como pH, resisténcia, condutividade elétrica,
sélidos totais dissolvidos e temperatura.

2.3 Anélise cromatografica para o Picloram

Os residuos de picloram foram determinados empregando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) a 40° C, em modo de eluigdo isocratico de anélise, utilizando detector UV em comprimento de
onda 220 nm e colunas cromatograficas C18 e C18 monolitica. As condi¢des de fluxo e composigdo da
fase movel foram otimizadas para obtencdo da melhor condicdo de analise. Todas as determinagdes em
aguas naturais foram realizadas em triplicata.

2.4 Tratamento dos dados
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Os dados foram analisados utilizando os softwares Excel e o origin. Com eles, foram plotados tabelas e
figuras importantes para exposicdo dos resultados.

3. Resultados e Discussao
1.1 Otimizagdo de Metodologia para a determinacéo de Picloram em Aguas Naturais
1.1.1 Estudo do meio para determinacéo de picloram

Inicialmente, uma solugdo de picloram 1,0 mg L™ em agua deionizada foi injetada em uma coluna com
fase estacionaria C18 e utilizou-se como fase moével 60:40 Acetonitrila/ agua a uma vazdo de fase
moével = 1,2 mL min™, mantendo a temperatura da coluna em 40°C. O herbicida foi determinado na
regido do ultravioleta em comprimento de onda 220 nm. Os resultados apresentados na Figura 2 mostra
0 aparecimento de dois picos durante o processo de eluigéo.

Uma vez que a solucdo do picloram (pKa=3,4) foi inicialmente analisada em agua deionizada, pode-se
sugerir que no equilibrio, hd a coexisténcia das duas espécies representadas na Figura 1. Para
deslocarmos o equilibrio no sentido 2 (Figura 1), foi adicionado acido fosférico de modo que a forma
ndo idnica prevalece majoritariamente.

Pic 1,0 mg/L em H20

Intensidade (u.a)

T T T T T T T T
3 4 5 6 7

Tempo de Retengdo (min)

Figura 2: Picloram 1,0 mg L™ em a4gua com C18 em fase movel 60:40 Acetonitrila/ 4gua, Vazao de fase
movel = 1,2 mL min*, TC = 40°C, comprimento de onda 220nm.

1.1.2 Estudo da proporcéo de fase movel para determinagéo de Picloram em coluna C18

Este estudo visa escolher a proporcdo de fase movel para determinagdo do picloram que apresente
melhor compromisso entre quantidade de solvente organico utilizado e o tempo de reteng&o.
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Figura 3: Otimizac&o para determinacéo de picloram (Pic) (1,0 mg L™ em HsPO,4 0,1 %) com C18 em
diferentes proporcdes de fase movel Acetonitrila e HsPO4 0,1 %, Vazdo de fase movel = 1,2 mL min™?,
TC = 40°C, comprimento de onda 220nm.

A melhor condicdo de analise deve apresentar boa resolucdo e separacdo, além de menores tempos de
retencdo (Tr) e quantidade de solvente organico. Ao analisar a Figura 3, observa-se que a condicdo
60:40 apresenta menor Tr (3,21 minutos), o que possibilita um ndmero maior de analises por tempo,
apesar de a propor¢do do solvente organico ser maior que nas demais condi¢des estudadas, 50:50 (3,67
minutos) e 40:60 (4,49 minutos). Os experimentos foram realizados com vazdo de fase movel
correspondente a 1,2 mL min™ e nos permite calcular a quantidade de fase movel, para assim conhecer
o0 volume de ACN usado em cada uma das analises, em cada condi¢do, de acordo com a equacao (1):

Q= % equacdo (1)
Onde Q € a vazdo da fase mével (FM), V € o volume de FM e t é o tempo de corrida.

Dessa forma, foi possivel calcular o volume de solvente por analise em cada condicdo estudada, onde
na condicdo 40:60 foram usados 2,15 mL, em 50:50, o volume de ACN foi de 2,20 mL e em 60:40
foram usados 2,31 mL de ACN; estes volumes representam a quantidade de ACN usada para cada
analise de picloram em suas respectivas condicBes de fase movel e fluxo a 1,2 mL min™. Observa-se
que os volumes de ACN usados sdo muito proximos, indicando que dentre as condigdes analisadas, a
que apresenta um melhor compromisso entre quantidade de solvente gasto e tempo de retengéo € 60:40
Acetonitrila/ HsPO4 0,1 %, respectivamente.

1.1.3 Estudo da proporcgdo de fase modvel para determinagdo de Picloram em coluna C18
monolitica

Para a coluna cromatografica monolitica, em condicio 50:50 (ACN/ Acido fosférico 0,1%) ndo foi
possivel distinguir os picos do picloram e do volume morto, portanto, a fim de deslocar o pico do
picloram foi aumentada a propor¢éo de fase aquosa / solvente organico. As condic¢Ges estudadas foram
40:60, 30:70 e 20:80 de ACN/ Acido fosforico 0,1%. Os resultados s&o observados na Figura 4.



ISSN 2178-0471
vol.14 n.1 Maio 2023
pag. 1-11

E“@"“’Oﬂﬂiﬂ"’

Pic 1,0 mg.L >
Branco 40/60
——Pic1,0mg.L"

Branco 30/70
—— Branco 20/80
Pic 1,0 mg.L™"

1

L

Intensidade (u.a)

B

T T T T T T
2 3 4 5
Tempo de Retengdo (min)

Figura 4: Otimizag#o de separacéo de picloram (Pic) (1,0 mg L™ em HsPO4 0,1 %) com C18 monolitica
em diferentes proporcdes de fase mével Acetonitrila/ HsPO4 0,1 %, Vazao de fase mével = 1,2 mL min-
1 TC = 40°C.

Observa-se que nas trés condicBes analisadas tem-se uma boa separacdo e resolu¢do (Figura 4), no
entanto, a condicdo 40:60 de ACN/ Acido fosférico 0,1%, para a coluna C18 monolitica, apresenta
menor tempo de retencdo (1,68 min). As demais condi¢bes estudadas 20:80 (Tr= 2,92 min,) e 30:70
(TR= 2,02 min) apresentaram maiores Tr.

Os volumes de ACN consumidos para cada uma das analises foram 0,70; 0,73 e 0,80 mL para 20:80,
30:70 e 40:60, respectivamente. A condicdo que utiliza menor volume de solvente por analise é a 20:80,
no entanto, os volumes gastos nao apresentam diferencas significativas entre si (0,74+0,05). Diante das
condicBes avaliadas, (Figura 4) a condicdo 40:60 apresenta um melhor resultado devido menor tempo
de analise, sendo essa é a condicdo utilizada para avaliar a recuperacéo do pesticida em aguas naturais.

1.2 Parametros Analiticos

Os parametros analiticos para o picloram foram obtidos em modo de eluicdo isocratica em fase mdvel
60:40 (ACN/H3PO4 0,1 %) utilizando coluna C18 e 40:60 (ACN/H3PO4 0,1 %) utilizando coluna C18
monolitica.

A curva analitica para o picloram com coluna C18 (Figura 5) foi obtida em vazdo de fase mével = 1,2
mL min™, TC = 40°C e apresentou faixa linear de trabalho entre 0,1 e 50 mg L™, ajustando-se & equacio
y = (120923+351) (mg L) C + (13437+6117) e R? = 0,9999. J4 a curva analitica obtida em coluna C18
monolitica, deu origem a equacdo y = (116008+774) (mg L) C + (-2383+14212) com R? = 0,9996 e
faixa linear de trabalho 0,05 e 50 mg L™ (Figura 6).

Os limites de deteccdo (LD) correspondem ao menor valor injetado que apresenta area superior ao valor
do branco, sendo 0,01 e 0,05 mg L™ para colunas C18 e C18 monolitica, respectivamente, nas condicdes
otimizadas.

A repetitividade foi avaliada através dos célculos dos coeficientes de variagdo (CV) a partir da leitura
de solugdes de picloram em concentragdes 0,10 e 1,0 mg L™, em quintuplicata. Os resultados sdo
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 01: Repetitividade obtida para coluna C18 e C18 monolitica

Coluna C18 Coluna C18 Monolitica

Concentracgdes de Pic Média Desvpad CVv Média  Desvpad CVv
(mg L) (mgL?")  (mgL™) (%) (mgL® (mgL") (%)

0,1 11842 269 2,3 10566 242 2,3

1,0 116174 1271 11 111355 1947 1,7

Desvpad: desvio padrdo da média; CV: Coeficiente de variagao;

Observa-se que os coeficientes de variacdo (CV) obtidos estdo abaixo de 5%, tendo o maior CV
correspondente a 2,3%, indicando boa precisdo dos métodos.

1200000 L1 Y = (120923+351) (mg L) C + (13437+6117)
I~ 6000000 2 — A
R%=0.9999 P
f
|
1000000 - 4000000 { / “ “‘
S oo | \
oooooooo i
800000 | 00000 ./ [
|
< o,--/ [
S 500000 oo * ||
S - C(mgL “ “
\< | “‘
400000 | |
| \
200000 |-
0
j T T T T T .
2,0 2,5 3,0 35 40

Tempo de Retengdo (min)

Figura 5: Curva analitica para determinacio de picloram (Pic) (1,0 mg L™ em H3PO, 0,1 %) com C18
na condicdo 60:40 de fase mdvel Acetonitrila/ HPO4 0,1 %, Vazéo de fase mével = 1,2 mL min™, TC =
40°C, comprimento de onda 220nm.
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Figura 6: Curva analitica para determinacdo de picloram (Pic) (1,0 mg L™ em H3PO4 0,1 %) com C18
monolitica na condicdo 40:60 de fase movel Acetonitrila/ HsPO4 0,1 %, Vazao de fase mével = 1,2 mL
min®, TC = 40°C.

1.3 Recuperacdo de Picloram em &guas naturais

As amostras foram contaminadas com solucdo de Picloram de modo que concentracdo final de picloram
fosse igual a 0,50 mg L™ e depois analisadas com o HPLC nas condi¢fes otimizadas.

Tabela 2: Valores de recuperacdo de picloram nas amostras lagoas do Parque Frei Monteiro e lagoa
Grande ap6s a contaminag&o com Pic 0,50 mg L™.

Coluna C18 Coluna C18 Monolitica
Média Desvio (S) Média Desvio (S)
Nome da amostra ) ) ) ) t
mgL?  (mgLH  (mgL?H)  (mgLY t
Pargue F. Monteiro 0,44 0,01 0,43 0,01 0,34
Lagoa Grande 0,42 0,02 0,46 0,02 2,17

Valor de t para 4 graus de liberdade e 95% de confianga igual a 2,78.

Os resultados obtidos para recuperagdo de picloram nas amostras de &guas mostraram recuperagao
acima de 84% do pesticida. Os métodos utilizando coluna C18 e C18 monolitica foram comparados
empregando o teste t para 95% de confianca e 4 graus de liberdade, e uma vez que os valores de “t”
obtidos foram menores que o “t” tabelado =2,78, podemos afirmar que ndo existem evidéncias de
diferencas significativas entre os métodos empregados para as amostras (Tabela2).

4. Consideracoes Finais

Nas condigdes estudadas, observou-se que a coluna C18 monolitica apresentou menores tr e condigdes
de anélises que envolvem menores proporc¢des de ACN em relacéo a coluna C18, o que é extremamente
positivo. Os testes de repetitividade dos métodos empregados demonstram que os coeficientes de
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variacdo obtidos foram inferiores a 5% para ambos os métodos. Os resultados obtidos para recuperagao

de picloram nas amostras de dguas, demostraram recuperacdo acima de 84% do pesticida. Os métodos

utilizando coluna C18 e C18 monolitica foram comparados empregando o teste t para 95% de

confianga, e uma vez que os valores de “t” obtidos foram menores que o “t” tabelado =2,78, para as

amostras estudadas, podemos afirmar, para essas amostras, nas condigdes estudadas, que ndo existem
evidéncias de diferencas significativas entre os métodos desenvolvidos.
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