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METODOLOGIAS PARA DETERMINACAO E AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO 2,4-D EM
AMOSTRAS DE AGUA

RESUMO

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é amplamente empregado no controle de plantas daninhas em
culturas de arroz, café, cana-de-acUcar, eucalipto, milho, pastagem, soja, trigo, dentre outras. Entretanto,
esse pesticida pode provocar a contaminacédo de fontes de agua, gerando problemas ambientais e de
salide publica. Por isso, é desejavel o desenvolvimento de novas metodologias para extracdo desse
composto em amostra de agua. Este estudo objetivou otimizar e validar a extragao liquido-liquido com
particho em baixa temperatura (ELL-PBT) e Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe
(QUEChERS) para a determinacdo e a avaliacdo da estabilidade do 2,4-D em amostras de agua por
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD). As
porcentagens de recuperacao foram préximas a 100+3%, e os limites de quantificacédo (LQ) foram 2,00 e
3,10 ug L para ELL-PBT e QUEChERS, respectivamente, sendo inferiores ao limite maximo de residuo
estabelecido pelas legislacbes brasileiras e internacionais. As metodologias foram seletivas, precisas,
exatas, sem efeito de matriz e lineares na faixa de 2,00-26,0 ug L e 3,10-40,6 ug L para ELL-PBT e
QUEChERS, respectivamente. Por isso, representam alternativas acessiveis e eficientes para o
monitoramento do 2,4-D em 4gua. A partir de andlise comparativa, verificamos que a ELL-PBT apresentou
menor quantidade de etapas, menor consumo de sais e amostra e menor valor de LQ, em relacdo ao
método QUEChERS. A aplicacdo das metodologias em amostras reais ndo revelou nenhum episddio de
contaminagdo ambiental pelo 2,4-D. Esse resultado pode estar associado a realmente ndo ter esse
composto nas amostras ou os niveis de concentracdo estarem inferiores ao LQ da metodologia. Além
disso, esse herbicida pode ter sido degradado nas amostras, pois, através do experimento de estabilidade,
verificamos que, apés 60 dias em condi¢des ambientais, a concentracdo do 2,4-D nessa matriz ndo pode
ser quantificada pela ELL-PBT acoplada & HPLC-DAD.

Palavras-chave: &cido 2,4-diclorofenoxiacético; herbicida; ELL-PBT; QUEChERS; HPLC-DAD; validagéo.



METHODOLOGIES FOR DETERMINATION AND EVALUATION OF THE STABILITY OF 2,4-D IN
WATER SAMPLES

ABSTRACT

The 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is widely used to weeds control in rice, coffee, sugar cane,
eucalyptus, millet, corn, pasture, soy, wheat, among other crops. However, this pesticide may cause
contamination of water resources, and generate environmental and public health problems. Therefore, it is
desirable to develop new extraction methodologies for this compound in water samples. This study aimed
to optimize and validate liquid-liquid extraction with low temperature partition (LLE-LTP) and Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) for determination and evaluation of 2,4-D stability in
water samples by high performance liquid chromatography with diode array detector (HPLC-DAD). The
recovery percentages of the two methodologies were close to 100+3%, and the limits of quantification
(LOQ) were 2.00 and 3.10 pg L1 for LLE-LTP and QUEChERS, respectively, being below the maximum
residue limit established by Brazilian and international legislations. The methodologies were selective,
precise, accurate, without matrix effect, and presented linearity from 2.00 - 26.0 and 3.10 - 40.6 ug L for
LLE-LTP and QUEChERS, respectively. Therefore, they represent accessible and efficient alternatives for
monitoring 2,4-D in water samples. From the comparative analysis, we found that the LLE-LTP had less
number of steps, less consumption of salts and sample and lower LOQ, compared to the QUEChERS
method. The real samples did not reveal any environmental contamination episodes by 2,4-D. This result
may be associated with the absence of 2,4-D in the samples, or concentration levels are below the LOQ.
Furthermore, this herbicide may have been degraded in the samples, because we found that after 60 days,
in environmental conditions, the concentration of 2,4-D in this matrix cannot be quantified by LLE-LTP
coupled to HPLC-DAD.

Keywords: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; herbicide; LLE-LTP; QUEChERS; HPLC-DAD; validation.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de pesticidas é considerada uma das principais técnicas agricolas empregadas em todo
0 mundo, a fim de aumentar a quantidade e a qualidade dos produtos e culturas (BRONDI; LANCAS, 2005;
RAKS; TURCHIN; ZAITSEV, 2015). Segundo dados divulgados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), em 2018 a comercializagao de pesticidas no Brasil foi de,
aproximadamente, 549 mil toneladas de ingrediente ativo. Desse total, 48.921 toneladas foram do acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), se consolidando como o segundo pesticida mais comercializado no pais
desde o0 ano de 2013, ficando atras apenas do herbicida glifosato (IBAMA, 2019).

O 2,4-D é amplamente empregado como herbicida para o controle de plantas daninhas de folha
larga, devido ao seu reduzido custo, eficiéncia e amplo espectro de controle (JAAFARZADEH; GHANBARI;
AHMADI, 2017; ISLAM et al., 2018).

Esse composto apresenta elevada solubilidade em &gua e é fracamente retido pelos solos (NJOKU
etal., 2015; SOUZA et al., 2017). Por isso, a contaminacéo de fontes de agua pelo 2,4-D tem sido relatada
em todo o mundo, podendo representar riscos a sallde humana e ao meio ambiente.

Por essa raz&o, pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de metodologias para extracéo e
guantificacdo do 2,4-D em agua séo altamente desejaveis. As metodologias de extracéo liquido-liquido
com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe
(QUEChERS) representam alternativas promissoras para a extracéo de pesticidas em amostras aquosas,
pois apresentam vantagens como a purificacdo dos extratos, o baixo consumo de solventes e o reduzido
nimero de etapas (ARAUJO et al. 2016; GARCIA; GOTAH, 2017).

Portanto, o objetivo deste estudo foi otimizar e validar as metodologias ELL-PBT e QUEChERS
acopladas a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD) para a determinagéo do 2,4-D em amostras de 4gua e avaliar a estabilidade desse composto nessa
matriz. Cabe destacar que esse estudo é pioneiro, pois, até o momento, ndo foram encontrados, na

literatura cientifica, estudos empregando essas metodologias com esse objetivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Otimizar e validar as metodologias de extragdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ELL-PBT) e Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS), acopladas a cromatografia
em fase liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), para a determinacéo do

acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em amostras de agua.

2.2 Objetivos especificos

e Otimizar as condi¢des de andlise do 2,4-D por HPLC-DAD;

¢ Otimizar as metodologias ELL-PBT e QUEChERS;

e Validar as metodologias ELL-PBT e QUEChERS em termos de seletividade, limite de

quantificacdo, precisdo, exatiddo, linearidade e efeito de matriz;

e Realizar a analise comparativa entre as metodologias estudadas, metodologias tradicionais e

metodologias alternativas;

e Aplicar as metodologias otimizadas e validadas em amostras reais de aguas superficiais e
subterréneas, coletadas no municipio de Turmalina—MG;

¢ Avaliar a estabilidade do 2,4-D, sob condi¢cdes ambientais, em amostras de agua purificada e

subterranea.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Pesticidas

O crescimento populacional aliado a alta demanda por alimentos, consolidou o uso de pesticidas
como uma das principais técnicas agricolas empregadas em todo o mundo, a fim de aumentar a
quantidade e a qualidade dos produtos e culturas (BRONDI; LANCAS, 2005; RAKS; TURCHIN; ZAITSEV,
2015; CAl et al., 2018). Estes sdo amplamente utilizados na agricultura para controlar e prevenir pragas e
doencas (HERO, 2017), sendo usados antes e depois da colheita para proteger as lavouras (QUIJANO et
al., 2016).

Os pesticidas constituem um grupo extremamente heterogéneo de compostos quimicos que sdo
usados extensivamente para diversos fins, como inseticidas, herbicidas, fungicidas, rodenticidas,
nematocidas e fumigantes, na agricultura, horticultura e cultivo de hortalicas (SHARMA et al., 2018).

Dados divulgados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) indicam que em 2018 a comercializagao! de pesticidas no Brasil foi de, aproximadamente, 549
mil toneladas de ingrediente ativo (IBAMA, 2019).

A Organizac¢do das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO, do inglés “Food and
Agriculture Organization of the United Nations”) apresenta dados sobre o uso agricola de pesticidas em
todo o mundo (FAO, 2019). A Figura 1 apresenta os dez paises que mais utilizaram pesticida entre 2007

e 2017 e média anual de uso, segundo os dados atualizados pela agéncia.

Figura 1 - Dados dos dez paises que mais utilizaram pesticidas no mundo, periodo entre 2007 e 2017
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Fonte: Adaptado de FAO, 2019.

1 Corresponde a produc&o, importac&o, exportagéo e vendas de pesticidas, componentes e afins no Brasil. Tem como base os dados
declarados pelas empresas titulares de registro desses produtos, conforme exigéncia do art. 41 do Decreto n° 4.074, de 4/1/2002
(IBAMA, 2019).
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Como pode ser observado na Figura 1, o Brasil ocupou o terceiro lugar no ranking de paises que
mais utilizaram os pesticidas na agricultura entre 2007 e 2017, com média de, aproximadamente, 350.000
toneladas de ingrediente ativo por ano. China, em primeiro, e Estados Unidos, em segundo, foram os
paises que mais utilizaram pesticidas, com média anual de 1.750.288 e 395.491 toneladas,
respectivamente (FAO, 2019).

Conforme discutido por Prestes et al. (2009), as perdas anuais devido a acdo de pragas na
agricultura em todo o mundo chegam a 1 bilhdo de toneladas, correspondendo a uma reducado de 20 a
30% na producdo. Um componente importante dos custos de producao é o manejo das plantas daninhas,
que reduzem o rendimento da colheita ou até destroem as culturas (COSTA et al., 2015). Por isso, 0s
herbicidas séo considerados indispensaveis para a produtividade agricola, através do controle de plantas
daninhas (KOESUKWIWAT; SANGUANKAE; LEEPIPATPIBOON, 2008).

Herbicidas sdo pequenas moléculas organicas que inibem a funcdo de uma ou mais proteinas
essenciais a sobrevivéncia das plantas (DAYAN et al., 2010; DUKE, 2012). No Brasil, a comercializacao
de herbicidas é responsavel por mais do que todos os outros tipos de pesticidas combinados (fungicida,
inseticida, acaricida, bactericida, formicida, moluscicida), representando 58,45% do total de vendas no pais
em 2017 (IBAMA, 2019).

Os pesticidas acidos que contém um grupo carboxilico, como os acidos fenoxi, benzoico e
ariloxialcanoico, sdo amplamente empregados na prética agricola como herbicidas e reguladores de
crescimento (SANTILIO et al.,, 2011). Os herbicidas fenoxidcidos séo utilizados para controlar o
crescimento de diferentes espécies vegetais indesejadas na agricultura, jardinagem e silvicultura (WEN et
al., 2015). Em patrticular, o 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), tem sido amplamente utilizado para essa
finalidade.

3.2 Acido 2,4-Diclorofenoxiacético

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), pertencente ao grupo quimico do acido fenoxialcanoico, é
uma auxina sintética? que atua como regulador de crescimento em plantas (NJOKU et al., 2015; EYER et
al., 2016; ARCAUTE; SOLONESKI; LARRAMENDY, 2016).

Em baixas concentracdes, a principal fungdo do 2,4-D é imitar as auxinas naturais para promover a
divisdo e o alongamento celular (ARCAUTE; SOLONESKI; LARRAMENDY, 2016). Em altas
concentracgdes, funciona como um herbicida para controle seletivo de plantas daninhas na agricultura,
silvicultura, pastagens, gramados, florestas e controle de plantas aquaticas (AQUINO et al., 2007;
ARCAUTE; SOLONESKI; LARRAMENDY, 2016; ISLAM et al., 2018; CARVER et al., 2018).

O 2,4-D foi o primeiro herbicida comercial a ser introduzido no mercado para o controle de plantas

daninhas de folhas largas, na década de 1940 (ISLAM et al., 2018). Atualmente, € amplamente empregado

2 Auxina sintética: Substancia com atividade de auxina, nio produzida por plantas. Auxina é um composto com atividades bioldgicas semelhantes
as do hormdnio &cido indol-3-acético (AlA), sendo elas: induzir o alongamento celular em coleétipo isolado ou secgdes de caules, divisédo celular
em tecidos de calos na presenca de citocinina, formagéo de raizes laterais em superficies cortadas de caules, crescimento de frutos partenocarpicos
e formacéo de etileno (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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como um herbicida sistémico® de pré e pés-emergéncia*, sendo um dos mais utilizados no mundo, devido
ao seu reduzido custo, seletividade, facil disponibilidade e amplo espectro de controle de plantas daninhas
(DEOKAR; MANDAVGANE, 2015; JAAFARZADEH; GHANBARI; AHMADI, 2017; ISLAM et al., 2018).

Outra razao é que as formulagdes comerciais de 2,4-D sao facilmente solUveis em agua e outros
solventes polares, resultando em rapida penetracao através das folhas e raizes, o que o torna o herbicida
mais eficaz (ISLAM et al., 2018).

No Brasil, a comercializacdo de ingrediente ativo do 2,4-D foi de 48.921 toneladas em 2018,
representando 8,91% do total, sendo o segundo ingrediente ativo mais comercializado desde o ano de
2013, atras apenas do herbicida glifosato e seus sais (IBAMA, 2019).

No pais, 0 2,4-D é registrado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para uso
agricola em diversas culturas, sendo estabelecido o respectivo Limite Maximo de Residuo (LMR) para

cada cultura, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Culturas em que o 2,4-D pode ser empregado e respectivo LMR

Modalidade de Emprego

Culturas ) LMR* (mg kg™)
(Aplicagcéo)

Arroz Pré/Pés-emergéncia 0,20

Aveia Pré/Pés-emergéncia 0,20

Café Pré/P4s-emergéncia 0,10
Cana-de-agucar Pré/P4s-emergéncia 0,10

Centeio Pré/P4s-emergéncia 0,20

Cevada Pré/P4s-emergéncia 0,20

Eucalipto Erradicagéo da cultura Uso ndo alimentar
Milheto Pré/Pés-emergéncia 0,20

Milho Pré/Pés-emergéncia 0,20

Pastagem Pré/Pés-emergéncia Uso néo alimentar
Soja Pré/P4s-emergéncia 0,10

Sorgo Pré/P4s-emergéncia 0,20

Trigo Pré/Pés-emergéncia 0,20

LMR = Limite méximo de residuo

*LMR de culturas convencionais e de culturas geneticamente modificadas é definido como a soma de 2,4-
D, seus sais, ésteres e conjugados, expressos como 2,4-D.

Fonte: ANVISA, 2019.

Para atividade ndo agricola, o uso do 2,4-D é permitido para capinas quimicas em &reas nao agricolas,

nao florestais e ndo urbanas, sendo aplicado ao longo de cercas, aceiros, rodovias, ferrovias, faixa sob

3 Herbicida sistémico: Absorvido pela planta e translocado, via floema ou xilema, aos seus sitios de agéo, que sdo, normalmente, as regides de
crescimento ativo, de reproducéo ou de armazenamento (GWYNNE; MURRAY, 1985).

4 Pré-emergéncia: aplicaces realizadas antes da emergéncia de plantas daninhas, juntamente ou logo apds a semeadura; Pds-emergéncia:
Aplicacoes realizadas apds a emergéncia de plantas daninhas e antes que essas interfiram no desenvolvimento da cultura, devido a competicéo
(EMBRAPA, 2006).
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rede de alta tensdo e passagens de oleoduto (ANVISA, 2019). A estrutura quimica da molécula do 2,4-D

e suas informacdes fisico-quimicas sédo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Estrutura quimica da molécula do 2,4-D e suas informag0es fisico-quimicas

@)
, oM.
Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) /@ OH
Cl Cl
Formula Molecular CsHsCl203
Massa molar 221,0 g mol?
Solubilidade em 4gua a 25°C e pH=7,0 23.180 mg L1
PKa 2,80
Kd 1,24

Fonte: Adaptado de BOL’'SHAKQOV; AMELIN; TRET'YAKOV, 2014 e CALDAS et al., 2016.

Conforme observado na Tabela 2, 0 2,4-D € uma molécula polar com valor de pKa = 2,80 devido a
presenca do grupo &cido carboxilico (ISLAM et al., 2018). Por isso, apresenta elevada solubilidade em
agua, sendo bastante mével em sistemas aquosos (NJOKU et al., 2015; ISLAM et al., 2018).

O coeficiente de distribuicdo (Kd) representa a adsor¢céo solo/agua e mede a forca da ligacdo do
pesticida as particulas do solo, em que Kd maior que 5,0 indica forte adsor¢cdo no solo e na matéria
organica e menor probabilidade de lixiviacdo (NJOKU et al., 2015). Conforme observado na Tabela 2, o
Kd do 2,4-D é 1,24, o que indica ndo persisténcia no solo e, portanto, pode ser encontrado no ambiente
aquatico (NJOKU et al., 2015).

O 2,4-D é lixiviado em solo arenoso, bem como em solo com baixa matéria organica, sendo
considerado um dos pesticidas mais mdveis no solo (ALBANIS; TZIALLA; POMONIS, 1992). Por essas
razbes, 0 uso intensivo do 2,4-D tem levado ao aumento na contaminacdo de aguas superficiais e

subterraneas.

3.3 Preseng¢a do 2,4-D em fontes de 4gua

Com o aumento na utilizacdo dos pesticidas em todo o mundo, vém crescendo as preocupagdes
com relacdo aos impactos a satde humana e ao meio ambiente causados por eles (SACK et al., 2015;
HERO, 2017). A utilizacdo de pesticidas que, por um lado, gera beneficios, por outro é responséavel pela
contaminagcdo ambiental, acarretando a detec¢cdo de um nimero crescente desses compostos quimicos
no meio ambiente (PRESTES et al., 2009; CAl et al., 2018).

A aplicacdo de grande volume de 2,4-D em campos agricolas induz a ocorréncia desse composto
em solo, alimentos e fontes de 4gua (JAAFARZADEH; GHANBARI; AHMADI, 2017). Particularmente, a
contaminagdo por pesticidas nos ecossistemas aquaticos emergiu como uma importante questao
ambiental nas (ltimas décadas, sendo considerados um dos tipos mais prejudiciais de compostos que
afetam as dguas (SCHWARZENBACH et al., 2006; SACK et al., 2015).



19

A contaminacdo por pesticidas ocorre por descarga de efluentes, escoamento, deposicéo
atmosférica, deriva, drenagem e lixiviacdo (BOTTA et al., 2009; POPP; PETO; NAGY, 2013). A
contaminagdo das aguas superficiais e subterraneas pode ter efeitos ecotoxicologicos para a flora e a
fauna aquaticas e para a saude humana, se usada para consumo publico (SHIN et al., 2011).

O 2,4-D é uma molécula polar que apresenta elevada solubilidade em agua e é fracamente retido
pelos solos (NJOKU et al., 2015; SOUZA et al., 2017). Por isso, esse composto tem sido encontrado em

fontes de agua em todo o mundo, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentracéo do 2,4-D em diferentes fontes de agua

Concentracéo ] o
Amostras Localidade Referéncia
(ng L
2,00 Brasil Primel et al. (2005)
7,87 EUA Serrano; De Lorenzo (2008)
3,40 Brasil Marchesan et al. (2010)
. ) 0,050 Espanha Rodil et al. (2012)
Agua de rios
12,0 EUA Ensminger et al. (2013)
1,12 Grécia Tsaboula et al. (2016)
] Salvatierra-Stamp et al.
45,0 México
(2018)
2,95 EUA Serrano; De Lorenzo (2008)
) ) Arévalo-Herndndez et al.
Agua de lagos 60,0 México
(2011)
0,460 EUA Wijnja et al. (2014)
Agua potavel 0,040 Espanha Rodil et al. (2012)
Agua subterranea 0,100 Dinamarca McKnight et al. (2015)
0,200 Espanha Rodil et al. (2012)
Efluentes de ETE ] Salvatierra-Stamp et al.
0,360 México
(2018)
Agua de escoamento de .
2,00 Ird Amani et al. (2011)
plantacdes de arroz
Agua de escoamento de _
115 EUA Ensminger et al. (2013)

areas residenciais

ETE = Estacéo de tratamento de efluente; EUA = Estados Unidos da América.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

3.4 Riscos do 2,4-D e legislagBes aplicaveis

O uso intensivo do 2,4-D em préticas agricolas pode provocar a contaminacgéo de fontes de agua,
podendo representar riscos & salde humana e ao meio ambiente (CAl et al., 2018). Em 2015 a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classificou 0 2,4-D como possivelmente carcinogénico para
humanos (Grupo 2B) (LOOMIS et al., 2015).
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Recentemente, pesquisas tém avaliado a associacdo entre o 2,4-D e o linfoma n&o-Hodgkin (LNH).
Os LNHs sao um grupo heterogéneo de canceres decorrentes de linfocitos e seus precursores no sistema
imunoldgico (SMITH et al., 2017). Estudo desenvolvido a partir de reviséo de literatura referente a dados
epidemiolégicos descritos em 24 estudos, sugeriu que a exposi¢do ao 2,4-D esta associada ao aumento
dos riscos de LNH. Em contrapartida, outro estudo avaliou essa relacdo em mais de 55.000 aplicadores
gue tiveram exposicOes relativamente altas ao 2,4-D, e constataram que néo foi possivel atribuir relagéo
entre esse pesticida e o desenvolvimento do LNH (GOODMAN; LOFTUS; ZU, 2017).

O 2,4-D é classificado como extremamente téxico pela ANVISA, moderadamente téxico pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e ligeiramente a moderadamente téxico pela USEPA (USEPA,
2005; OMS, 2009; ANVISA, 2019).

Portanto, a exposicao das aguas superficiais e subterraneas ao 2,4-D pode representar riscos ao
ser humano e aos organismos aquaticos (NJOKU et al., 2015). Por essas razdes, agéncias reguladoras
nacionais e internacionais estabeleceram o LMR permitido para o 2,4-D em agua.

No Brasil, o0 Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), através da Resolucdo n°® 357 de
2005, estabeleceu a concentragdo limite de 2,4-D em 4,00 uyg L para dguas de cursos hidricos
enquadrados nas classes 15 e 26, Para os cursos hidricos enquadrados nas classes 37 e 48, o LMR
estabelecido é de 30,0 ug L-1. Para 4guas salobras® e salinas'?, a concentragdo permitida é de 10,0 ug L-
1e 30,0 ug L1, respectivamente (BRASIL, 2005).

Para agua potavel, o Ministério da Saude por meio do anexo XX da Portaria de Consolidacdo n° 5
de 2017, fixa a concentracdo maxima em 30,0 ug L1 (BRASIL, 2017). No ambito internacional, a OMS e
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) estabelecem as concentracdes de 30,0 e
70,0 yg L™, respectivamente, como sendo o valor maximo permitido de 2,4-D em agua potavel (USEPA,
2009; OMS, 2011). Dessa forma, devido a importancia ambiental do 2,4-D sob o ponto de vista
toxicologico, pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de metodologias para extracdo e quantificagcao

desse composto em agua sdo altamente desejaveis.
3.5 Metodologias para determinagao do 2,4-D em amostras de agua
O monitoramento do 2,4-D em amostras de agua tem sido relatado na literatura cientifica. A Tabela

4 apresenta as principais metodologias para extracao e técnica de andlise desse composto, além dos seus

respectivos limites de quantificacdo (LQ).

5 Classe 1: aguas que podem ser destinadas: ao abastecimento para consumo humano, ap6s tratamento simplificado; a protecdo das comunidades
aquaticas; a recreacdo de contato primario, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho; a irrigagdo de hortaligas que sdo consumidas cruas e
de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remocéo de pelicula; e & protecdo das comunidades aquéticas em
Terras Indigenas.

® Classe 2: aguas que podem ser destinadas: ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento convencional; a protegdo das comunidades
aquaticas; a recreagdo de contato primario, tais como natagdo, esqui aquatico e mergulho; a irrigagao de hortalicas, plantas frutiferas e de parques,
jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais 0 publico possa vir a ter contato direto; e a aquicultura e a atividade de pesca.

" Classe 3: aguas que podem ser destinadas: ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento convencional ou avangado; a irrigagio de
culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras; & pesca amadora; a recreacdo de contato secundario; e a dessedentacéo de animais.

8 Classe 4: aguas que podem ser destinadas: a navegacéo; e a harmonia paisagistica.

9 Aguas salobras: 4guas com salinidade superior a 0,5% e inferior a 30%.

10 Aguas salinas: 4guas com salinidade igual ou superior a 30% (BRASIL, 2005).
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Tabela 4 - Metodologias para extragao e quantificacdo do 2,4-D em amostras de agua

Metodologiade Técnicade LQ o

extracao andlise (g L) Referéncias

DLLME HPLC-UV 3,10 Melwanki; Fuh (2008)

DLLME HPLC-DAD 0,160 Farhadi; Matin; Hashemi (2009)
DLLME UPLC-DAD 0,130 Tsai; Huang (2009)

DLLME HPLC-UV 0,800 Tayyebi; Yamini; Moradi (2012)
DLLME HPLC-UV 0,600 Behbahani et al. (2014)

DLLME HPLC-UV 5,00 Pirsaheb et al. (2013)

DLLME MEKC-DAD 5,50 Ma et al. (2013)

DLLME LC-MS/MS 0,250 Caldas et al. (2016)

DLLME GC-MS 1,00 Ebrahimi; Feizbakhsh; Es’haghi (2016)
SPE HPLC-DAD 140 D’Archivio et al. (2007)

SPE CMS-UV 190 Chavez-Moreno et al. (2012)
SPE HPLC-DAD 5,00 Chaves et al. (2018)

SPE HPLC-DAD 1,00 Coelho et al. (2018)

SPME GC-MS 0,500 Scheyer et al. (2006)

MSPE HPLC-UV 5,00 Moradi Shahrebabak et al. (2019)

LQ = limite de quantificacdo; DLLME = Microextracéo Liquido-Liquido Dispersiva / SPE = Extracdo em
fase solida / SPME = Microextragdo em fase soélida / MSPE = extracdo magnética em fase soélida / HPLC=
Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia / GC = Cromatografia em fase gasosa / UV= Detector
ultravioleta / DAD = Detector de arranjo de diodos / MS = Detector espectrdmetro de massas / MEKC =
Cromatografia eletrocinética micelar / CMS = Cromatografia Multisseringa.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Conforme observado na Tabela 4, a microextragédo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e a extracédo
em fase solida (SPE) sdo as principais metodologias empregadas para a extragdo do 2,4-D em agua. As
metodologias de microextracdo em fase solida (SPME) e extragdo magnética em fase soélida também foram
estudadas.

Conforme discutido por Kumar et al. (2018), cada método tem suas préprias limitacdes, como a
auséncia de seletividade, o grande volume de solvente requerido, o elevado tempo de preparo de amostras
e 0s custos elevados para executar a analise. Por isso, a escolha da melhor opgéo deve ser feita conforme
analise das vantagens e desvantagens de cada metodologia, bem como 0s recursos e equipamentos
disponiveis.

A SPE é amplamente empregada para extracdo de pesticidas em agua, devido a sua vantagem de
pré-concentragdo dos analitos presentes na amostra, permitindo a analise de tracos (CALDAS et al., 2011).
Entretanto, a SPE tem, como principais desvantagens, o alto volume de solvente orgénico requerido, bem
como o uso de equipamentos e cartuchos que possuem elevado custo financeiro (BEDASSA; GURE;
MEGERSA, 2017).
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Conforme observado na Tabela 4, a DLLME corresponde a principal técnica de extracédo do 2,4-D
em agua. Essa metodologia apresenta como vantagens o alto fator de concentracao, o reduzido tempo de
extracdo e consumo de solvente (REZAEE et al., 2010). Nessa metodologia, geralmente sdo usados
solventes extratores clorados mais densos do que a agua, como cloroférmio, clorobenzeno e tetracloreto
de carbono (REZAEE et al., 2006; KOZANI et al., 2007; MARTINS et al., 2012; SADEGHI et al., 2016).
Entretanto, o emprego desses solventes € criticado devido a sua elevada toxicidade (MARTINS et al.,
2012), sendo essa a principal desvantagem dessa metodologia.

As técnicas para a determinacao de residuos de pesticidas evoluiram significativamente em termos
de simplificacdo, melhoria da extracao e purificacdo de amostras, com os principais objetivos de minimizar
0 consumo de solventes e reagentes e otimizar a limpeza (MORAIS et al.,, 2014). Considerando a
importancia do monitoramento do 2,4-D em amostras de agua, é desejavel o desenvolvimento e a
otimizacdo de novas metodologias para essa finalidade.

Estudos prévios empregaram as metodologias de extracdo liquido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ELL-PBT) e Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) — em traducéo
livre, “Rapido, Facil, Barato, Eficaz, Robusto e Seguro” — para a extragdo de pesticidas em amostras
aguosas, sendo relatadas como simples, eficientes e praticas (ANASTASSIADES et al., 2003; VIEIRA;
NEVES; QUEIROZ, 2007; KONATU; BREITKREITZ; JARDIM, 2016; BARROS et al., 2018). Essas
metodologias apresentam vantagens como a purificacdo dos extratos, o baixo consumo de solventes e o
reduzido nimero de etapas (ARAUJO et al. 2016; GARCIA; GOTAH, 2017). Apesar dessas vantagens,
ndo foram encontrados na literatura cientifica estudos empregando ELL-PBT e QUEChERS para a

extragdo do 2,4-D em amostras de agua.

3.5.1 ELL-PBT

A ELL-PBT consiste em uma metodologia de preparo de amostras, sendo relatada como inovadora,
simples e versétil para a extracdo de diferentes analitos em matrizes aquosas (VIEIRA; NEVES; QUEIROZ,
2007; BARROS et al., 2018).

Essa metodologia apresenta vantagens em relagdo as demais devido ao reduzido numero de
etapas, praticidade, baixo custo, menor consumo de amostra e solventes organicos (SOUSA et al., 2014;
ARAUJO et al., 2016; DE PAULA et al., 2018). Ao analisar amostras sélidas, essa técnica é denominada
extracéo solido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT).

A ELL-PBT baseia-se na adi¢do de solvente organico a amostra aquosa, formando uma fase Unica.
Estudos indicam que a proporcdo solvente orgénico/agua 2/1 (v/v) apresenta melhores resultados de
extracdo (VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007; REZENDE et al., 2017; MESQUITA et al., 2017).

Posteriormente, a mistura € homogeneizada e submetida a reducao de temperatura, permitindo que
a agua congele e o solvente orgénico permaneca liquido. Dessa forma ocorre a particdo entre o solvente
organico e a amostra aquosa, formando um sistema bifasico. A reducdo do volume liquido aumenta a
concentracao do analito, que é a forga motriz para sua transferéncia para a fase organica nao congelada
(BARROS et al., 2018). Dessa forma, os componentes da amostra sdo congelados com a fase aquosa,
enquanto o analito alvo é extraido pela fase organica, ndo sendo necessario etapa adicional de limpeza
do extrato obtido (PINHO et al., 2010; COSTA et al., 2015; DO REGO et al., 2015).
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O tempo de 1 h vém sendo relatado como suficiente para congelamento da fase aquosa, atingindo
porcentagens de recuperacdo préximas a 100% (RUDAKOV et al.,, 2016; MESQUITA et al. 2017;
SICUPIRA et al. 2019). Para a otimizacdo da ELL-PBT, os pardmetros que geralmente sdo estudados sédo
a composicao da fase extratora e adicdo de sais ao sistema.

Com relacdo a fase extratora, a acetonitrila € o solvente organico mais empregado nesta
metodologia (SILVERIO et al., 2012), devido a sua propriedade de formar um sistema de duas fases com
a agua a temperaturas abaixo de -20 °C sem congelar (SAZONOV et al., 2002). A adicdo de novos
solventes organicos (metanol, acetato de etila e isopropanol, por exemplo) em diferentes proporcdes pode
promover pequenas mudancas na polaridade da fase extratora, desde que a quantidade do novo solvente
a ser adicionado nédo provoque o rompimento da fase Unica formada pela acetonitrila/agua a temperatura
ambiente de 25°C (PINHO et al., 2010).

A eficiéncia desta metodologia pode ser aumentada pela adicdo de sais ao sistema de extracao,
como o cloreto de sddio (NaCl) e sulfato de magnésio anidro (MgSOa4), que promovem o efeito salting-out
(RUDAKOV et al., 2016). O salting out promove o aumento da forga idnica da solugdo aquosa a medida
que a concentragdo de sal aumenta, acarretando, entdo, na reducéo da solubilidade dos compostos devido
a falta de moléculas de agua disponiveis para dissolu¢éo (ZHUO et al., 2015).

Uma etapa de concentragdo do extrato obtido pode ser adicionada a metodologia, permitindo
alcancar valores de limites de quantificacdo ainda mais inferiores. Em estudos prévios, os extratos foram
concentrados sob fluxo de nitrogénio (N2) (ANDRADE; SILVA; CALDAS, 2013; SOUSA et al., 2014; DO
REGO et al., 2015; ANDRADE et al., 2017; BARROS et al., 2018), fluxo de ar continuo (SICUPIRA et al.
2019) e evaporador rotatorio (COSTA et al., 2015).

3.5.2 QUEChERS

QUEChERS ¢é uma metodologia de extragdo e limpeza, originalmente desenvolvida por
Anastassiades et al. (2003) para extracdo multiresiduo de pesticidas em frutas e vegetais, sendo
posteriormente expandida para uma ampla variedade de analitos em diversas matrizes (GONZALEZ-
CURBELO et al., 2015).

O método QUEChERS é amplamente empregado devido as suas vantagens, como o reduzido
consumo de solvente, reduzido custo, rapidez e amplo escopo de analito, incluindo pesticidas polares,
apolares, acidos e basicos (ANASTASSIADES et al., 2003; KONATU; BREITKREITZ; JARDIM, 2016;
GARCIA; GOTAH, 2017).

Estudos prévios empregaram essa metodologia para a extracdo do 2,4-D em diversas matrizes,
incluindo arroz (KOESUKWIWAT; SANGUANKAE; LEEPIPATPIBOON, 2008), frutas (CARNEIRO et al.,
2013; CHEN et al., 2018a; LI; JENNINGS, 2017), leite (SACK et al., 2015) e sedimentos (SALEM et al.,
2016). Entretanto, ndo foi encontrado na literatura cientifica a utilizacdo do método QUEChERS para
extracdo do 2,4-D em agua.

O procedimento de preparo de amostras pelo método QUEChERS baseia-se na extragao inicial com
a adicdo de solvente organico a amostra de interesse, geralmente na propor¢do 1/1 (viv)
(ANASTASSIADES et al., 2003). O sistema é homogeneizado e submetido a uma etapa de particao

através da adicdo de uma mistura de sais, promovendo a separacéo entre as fracdes organica e aquosa.



24

Na etapa de particdo, sdo frequentemente usados os sais cloreto de sédio (NaCl) e sulfato de
magnésio anidro (MgSOa4). A adicdo do NaCl promove o efeito de salting-out, levando ao aumento da
extracdo do analito alvo pela fragdo organica. O MgSOas é utilizado devido a sua capacidade de remocgao
de agua e, consequente, reducdo do volume da fase aquosa, permitindo obter maior porcentagem de
recuperacao de compostos polares. Além disso, a hidratacdo do MgSO4 é uma reacdo exotérmica, fazendo
com que o extrato atinja temperatura entre 40 a 45 °C durante esta etapa, favorecendo a extragéo,
principalmente, de compostos apolares (ANASTASSIADES et al., 2003).

No extrato obtido, uma etapa adicional de limpeza pode ser executada para remocao de substancias
interferentes e agua residual (ANASTASSIADES et al., 2003; CABRERA et al., 2012; NADAF; YADAYV;
KUMARI, 2015). Na abordagem original do método QUEChERS, essa etapa é realizada com a utilizacao
do MgSO4 anidro e do sorvente “amina primaria secundaria” (PSA, do inglés “Primary Secondary Amine”).
O MgSO4 promove a remoc¢éo de dgua presente no extrato e, possivelmente, outros componentes via
quelagéo (LEHOTAY; MASTOVSKA; YUN, 2005). O sorvente PSA é um trocador anidnico, que interage
fortemente com compostos acidos previamente coextraidos, por exemplo, acidos graxos e acidos
organicos, removendo-os da fase organica (BRUZZONITI et al., 2014). Por isso, pesticidas acidos, como
0 2,4-D, tendem a ficar fortemente retidos no PSA, resultando em baixas recuperagcbes de extragdo
(KOESUKWIWAT; SANGUANKAE; LEEPIPATPIBOON, 2008; SAMPAIO et al., 2013).

Outro sorvente que pode ser empregado nessa etapa é a silica gel funcionalizada com
octadecilsilano, conhecido como C18. Sua utilizagdo é mais adequada para amostras contendo niveis de
gordura = 2%, a fim de eliminar compostos apolares, como substancias graxas e lipidios (CABRERA et
al., 2012; HRYNKO; tOZOWICKA; KACZYNSKI, 2018).

Estudos prévios eliminaram a etapa de limpeza do extrato obtido quando empregaram matrizes
menos complexas, como a agua por exemplo, reduzindo o nidmero de etapas e o custo da analise
(CARNEIRO et al., 2013; WU et al., 2013; SACK et al., 2015; STEINBORN et al., 2017).

Para otimizacdo do método QUEChERS, geralmente, as variaveis estudadas sdo composigdo e
proporcao da fase extratora e aumento na quantidade de sais adicionados na etapa de particdo. Com
relacdo a fase extratora, a acetonitrila € o solvente mais empregado nesta metodologia, pois permite a
extracéo de compostos de ampla faixa de polaridade (MELO et al., 2013; GONZALEZ-CURBELO et al.,
2015). Para a extracao do 2,4-D empregando essa metodologia, frequentemente € utilizada como fase
extratora a acetonitrila acidificada com acido acético ou acido fosférico (SHI et al., 2012; CARNEIRO et
al., 2013; SACK et al., 2015; LI; JENNINGS, 2017).

A auséncia de etapa de concentragdo do extrato tem sido relatada como a principal desvantagem
do método QUEChERS (CUNHA, S. C; FERNANDES, 2011; GARCIA; GOTAH, 2017). Por isso, estudos
recentes adicionaram uma etapa adicional de concentracdo do extrato obtido, promovendo a reducao do
LQ e, consequentemente, permitindo a analise de tracos (SALEM et al., 2016; AL-ALAM et al., 2017; CHEN
etal., 2018a; LEI et al., 2018).

3.5.3 Técnicas de analise do 2,4-D

As principais técnicas instrumentais para quantificacdo do 2,4-D sdo a cromatografia em fase

gasosa (GC, do inglés “Gas chromatography”) e a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC,
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do inglés “High performance liquid chromatography”). Estudos anteriores empregaram a GC acoplada a
deteccdo por espectrometria de massas — GC-MS (EBRAHIMI; FEIZBAKHSH; ES'THAGHI, 2016; CARVER
et al., 2018), e HPLC acoplada a diferentes detectores, incluindo fluorescéncia — HPLC-FD (DICKOW et
al., 2001), espectrometria de massas — LC-MS/MS (SACK et al.,, 2015; CALDAS et al, 2016;
SALVATIERRA-STAMP et al., 2018), ultravioleta — HPLC-UV (CAI et al.,, 2018; JAAFARZADEH;
GHANBARI; AHMADI, 2017; MORADI SHAHREBABAK et al., 2019) e arranjo de diodos — HPLC-DAD
(D’ARCHIVIO et al., 2007; COELHO et al., 2018).

A analise do 2,4-D por GC requer etapa prévia de derivatizacao, devido a baixa volatilidade e a alta
polaridade desse composto (BEHBAHANI et al., 2014). A derivatizacdo € um processo que consiste em
transformar a substancia de interesse em um derivado com caracteristicas adequadas para ser analisado
por GC (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Entretanto, esse procedimento € considerado como a
principal desvantagem no procedimento de preparo de amostras, uma vez que aumenta o nimero de
etapas, requer o uso de mais reagentes e pode causar perda de analito quando ndo houver eficiéncia da
reacdo (PIMENTA et al., 2019).

Em contrapartida, a andlise por HPLC nao requer etapa de derivatizacdo do extrato obtido,
permitindo a analise direta do 2,4-D (SANTILIO et al., 2011; CARNEIRO et al., 2013). Por essas razdes, é
considerada a técnica mais simples e adequada para a determinagdo desse composto. A Tabela 5

apresenta as aplicacBes da cromatografia em fase liquida para determina¢&o do 2,4-D.
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Te(,:mca de A Fase Movel Eluicéo e fluxo LQ 1 Referéncias

analise (nm) (g LY
Acetonitrila/Agua Isocratico :

HPLC-UV 238 (72128 Iv) 1 mL mint 85,0 Brondi e Lancas (2005)
Acetonitrila/Agua/Acido Acético Isocratico .

HPLC-UV 280 (79.5/19,5/1,0 viv/v) 1 mL mint 0,600 Behbahani et al. (2014)
Acetonitrila/Agua Isocratico .

HPLC-UV 254 (70/30 vIv) 0.5 mL min-t 5,00 Pirsaheb et al. (2013)
Metanol/Agua acidificada com 0,2% de acido fosférico Isocratico .

HPLC-UV 280 (60/40 VIv) 1 mL mint - Cai et al. (2018)

HPLC-UV 280 Acetonitrila (A)/Agua acidificada com 0,5% de acido acético (B) Gradiente? 5,00 (I\ggrlagd; Shahrebabak et al.

. . F4 . e 0 s . ] o

HPLC-DAD 220 Acetonitrila/Agua acidificada com 0,1 % de acido fosférico (50/50 Isocran(.:o_ 140 D' Archivio et al. (2007)
VIv) 1 mL min?!
Acetonitrila/Agua com pH = 2,18 ajustado com &cido férmico Isocrético

HPLC-DAD 230 (45/55 vIv) 0.5 mL min- 5,00 Chaves et al. (2018)
Acetonitrila /Formiato de amdnio 10,0 mM acidificado com 0,10%  Isocratico

HPLC-DAD 206 de &cido fosférico (47/53 v/v) 1,2 mL mint 1,00 Coelho etal. (2018)

HPLC-DAD 230 Acetonitrila (A)/Acetato de amodnio 0,02M com acido férmico a Gradiented 300 Chen et al. (2018 b)
0,1% (v/v) (B)

LC-MS/MS - Agua acidificada com 0,1% de acido acético (A)/Metanol (B) Gradiente® 0,250 Caldas et al. (2016)

A = Comprimento de onda; LQ = Limite de quantificagdo; HPLC = Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia; LC = Cromatografia em fase liquida; UV =
Detector ultravioleta; DAD = Detector de arranjo de diodos; MS/MS = Detector espectrdmetro de massas.
a2 0-5 min, 70% A; 5-6 min, gradiente linear de 30 a 50% de B; 6-13 min, 50% de B; 13-14 min, gradiente linear de 50 a 70% A; 15-20 min, 70% A. Fluxo de 1,0 mL

min-.

b0 min, 70% de B; 5 min, 70% de B; 10 min, 40% de B; 12 min, 10% de B; 16 min, 7% de B; 10 min, 95% de B; 10,1 min, 1% de B; 12 min, 1% de B. Fluxo de 1,0

mL min-1.

¢ 0-20 min, 20% de B; 20-23 min, gradiente linear de 20 a 90% de B; 23-30 min, 20% de B. Fluxo: 0-20 min, 0,2-0,4 mL min-t; 20-23 min, 0,4 mL min-; 23-30 min,

0,2 mL min1.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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0O 2,4-D é um composto ionizavel, com pKa 2,80, devido a presenca do grupo acido carboxilico.
Essas caracteristicas estdo associadas a baixa retencdo desse composto em colunas de fase reversa
(COELHO et al., 2018). Por isso, a determinagéo do 2,4-D por HPLC, geralmente, é realizada empregando
fases méveis acidificadas, conforme apresentado na Tabela 5. Condigdes acidas influenciam na ionizagao
de acidos, como o 2,4-D, permitindo maior retengdo na coluna analitica e, consequentemente, melhor
resolucdo (SAMPAIO et al., 2012; CHAVEZ-MORENO et al., 2012).

Como pode ser observado na Tabela 5, os detectores na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis)
sdo amplamente empregados para quantificacdo desse composto. A deteccdo baseada na absorcao de
UV é a versdo mais comum de deteccdo, sendo confiaveis, sensiveis e resistentes a mudancas nas
condi¢gdes ambientais (BOL’'SHAKOV; AMELIN, 2016).

O detector de UV é um detector de propriedades especificas do analito, respondendo a compostos
com grupo cromoforo!! que absorve a luz UV em comprimento de onda especifico (SWARTZ et al., 2010).
A molécula do 2,4-D apresenta essa propriedade, permitindo a utilizacdo desse tipo de detector. Conforme
apresentado na Tabela 5, os comprimentos de onda empregados em estudos anteriores para a detec¢éo
do 2,4-D foram de 206, 220, 230, 238, 254 e 280 nm.

O detector de arranjo de diodos (DAD), também conhecido como arranjo de fotodiodos (PDA, do
inglés “Photometric Diode Array”) € um tipo de detector UV. O detector DAD possui alta resolucéo espectral
e permite maior qualidade da andlise, apresentando vantagens como versatilidade, alta seletividade e
resolucdo espectral dos compostos (RIAL-OTERO et al., 2007; CALDAS et al., 2011).

Além disso, é possivel realizar o monitoramento de diferentes comprimentos de onda em uma
Unica andlise (RIORDON, 2000), sendo ideal para a determinacdo simultdnea de analitos que absorvem

radiacdo em diferentes comprimentos de onda.
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4 ARTIGO
Otimizacéo e validacdo das metodologias ELL-PBT e QUEChERS para a determinacédo de 2,4-D em

amostras de agua

Este artigo foi elaborado conforme as normas do periédico “Journal of the Brazilian Chemical Society” e

submetido em 23 de dezembro de 2019.
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4.1 Otimizacéo e Validacdo das Metodologias ELL-PBT e QUEChERS para a Determinacéo de 2,4-D

em Amostras de Agua
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Resumo

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) tem sido um dos principais herbicidas utilizados no controle de
plantas daninhas, porém, devido ao seu alto uso, pode promover episodios de contaminagdo ambiental.
Portanto, este estudo teve como objetivo otimizar e validar a extracdo liquido-liquido com particdo em
baixa temperatura (ELL-PBT) e Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) para a
determinacéo e avaliacdo da estabilidade do 2,4-D em amostras de agua por cromatografia em fase liquida
de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos. As porcentagens de recuperacéo foram préximas a
100+£3%, e os limites de gquantificacdo (LQ) foram 2,00 e 3,10 pg L para ELL-PBT e QUEChERS,
respectivamente, sendo inferiores ao limite maximo de residuo estabelecido pelas legislagcbes brasileiras
e internacionais. As metodologias foram seletivas, precisas, exatas, sem efeito de matriz e lineares na
faixa de 2,00-26,0 ug L' e 3,10-40,6 pg L para ELL-PBT e QUEChERS, respectivamente. Por isso,
representam alternativas acessiveis e eficientes para o monitoramento do 2,4-D em &agua. A partir de
analise comparativa, verificamos que a ELL-PBT apresentou menor quantidade de etapas, menor
consumo de sais e amostra e menor valor de LQ, em relagdo ao método QUEChERS. A aplicacéo das
metodologias em amostras reais ndo revelou nenhum episédio de contaminacdo ambiental pelo 2,4-D.
Esse resultado pode estar associado a realmente ndo ter esse composto nas amostras ou os niveis de
concentracdo estarem inferiores ao LQ da metodologia. Além disso, esse herbicida pode ter sido
degradado nas amostras, pois, atraveés do experimento de estabilidade, verificamos que, apds 60 dias em
condi¢cdes ambientais, a concentragdo do 2,4-D nessa matriz ndo pode ser quantificada pela ELL-PBT
acoplada a HPLC-DAD.

Palavras-chave: herbicida; acido 2,4-diclorofenoxiacético; HPLC-DAD; métodos de extracéo; particdo em

baixa temperatura; validagéao.
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Optimization and Validation of LLE-LTP and QUEChERS Methodologies for Determining 2,4-D in

Water Samples

Abstract

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) has been one of the main herbicides used to control weeds,
however due to its high use it can promote episodes of environmental contamination. Therefore, this study
aimed to optimize and validate liquid-liquid extraction with low temperature partition (LLE-LTP) and Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) for determination and evaluation of 2,4-D stability
in water samples by high performance liquid chromatography with diode array detector (HPLC-DAD). The
recovery percentages of the two methodologies were close to 100+3%, and the limits of quantification
(LOQ) were 2.00 and 3.10 pg L for LLE-LTP and QUEChERS, respectively, being below the maximum
residue limit established by Brazilian and international legislations. The methodologies were selective,
precise, accurate, without matrix effect, and presented linearity from 2.00 - 26.0 and 3.10 - 40.6 ug L for
LLE-LTP and QUEChERS, respectively. Therefore, they represent accessible and efficient alternatives for
monitoring 2,4-D in water samples. From the comparative analysis, we found that the LLE-LTP had less
number of steps, less consumption of salts and sample and lower LOQ, compared to the QUEChERS
method. The real samples did not reveal any environmental contamination episodes by 2,4-D. This result
may be associated with the absence of 2,4-D in the samples, or concentration levels are below the LOQ.
Furthermore, this herbicide may have been degraded in the samples, because we found that after 60 days,
in environmental conditions, the concentration of 2,4-D in this matrix cannot be quantified by LLE-LTP
coupled to HPLC-DAD.

Keywords: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; herbicide; HPLC-DAD; LLE-LTP; QUEChERS; partition at low

temperature, validation.
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Introducéo

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), pertencente ao grupo quimico do acido fenoxialcanoico,
€ amplamente empregado como um herbicida sistémico de pré e pds-emergéncia para controlar ervas
daninhas de folhas largas.! No Brasil, 0 2,4-D é registrado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA)? para uso agricola nas culturas de arroz, aveia, café, cana-de-acuUcar, centeio, cevada, eucalipto,
milheto, milho, pastagem, soja, sorgo e trigo. O uso desse herbicida também é permitido para capinas
quimicas em areas ndo agricolas, ndo florestais e ndo urbanas, sendo aplicado ao longo de cercas,
aceiros, rodovias, ferrovias, faixa sob rede de alta tensdo e passagens de oleoduto.?

O 2,4-D é um dos pesticidas mais utilizados no mundo devido ao seu reduzido custo, seletividade,
facil disponibilidade e amplo espectro de controle de plantas daninhas.®# Esse herbicida é fracamente
retido pela maioria dos solos e apresenta elevada solubilidade em agua.>6 Estudos tém evidenciado a
presenca do 2,4-D em fontes de agua,’® podendo representar riscos a salide humana e ao meio ambiente.®

Por isso, agéncias reguladoras nacionais e internacionais estabeleceram o limite maximo de
residuo (LMR) permitido para o 2,4-D em agua potavel. No Brasil, o Ministério da Saulde, por meio da
resolucdo consolidada n® 5 de 2017,1° estabelece a concentragdo limite de 30,0 ug L. A Organizagéo
Mundial de Salde (OMS) e a Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) definiram o
LMR em 30,0 ug L~ e 70,0 pg L1, respectivamente.11.12

O 2,4-D é classificado como um produto extremamente toxico pela ANVISA,? moderadamente
toxico pela OMS?!? e ligeiramente a moderadamente toxico pela USEPA.'* Em 2015, a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classificou o 2,4-D como um produto possivelmente
carcinogénico para humanos, pertencente ao Grupo 2B.!5 Por isso, pesquisas relacionadas ao
monitoramento e ao desenvolvimento de métodos de extracdo desse composto em agua vém sendo
empregadas, incluindo extracdo em fase sélida,'®1” extracdo liquido-liquido,'81°, microextracao liquido-
liquido dispersiva,?°?1 e extragdo magnética em fase sélida.??

As metodologias de extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) — em tradugao livre, “Rapido, Facil, Barato,
Eficaz, Robusto e Seguro” — vém sendo empregadas para a extragado de pesticidas em amostras aquosas
e sdo relatadas como simples, eficientes e praticas.?3-26 Essas metodologias apresentam vantagens como
a purificacédo dos extratos, o baixo consumo de solventes e o reduzido nimero de etapas.?”?8 Entretanto,
nao foram encontrados na literatura cientifica estudos empregando ELL-PBT e QUEChERS para a
extracdo do 2,4-D em amostras de agua.

A quantificacdo do 2,4-D é realizada através de técnicas analiticas, incluindo cromatografia em
fase gasosa acoplada a deteccdo por espectrometria de massas (GC-MS)202% e cromatografia em fase
liguida acoplada a diferentes detectores, como espectrometria de massas (LC-MS/MS),7:2030 yltravioleta
(HPLC-UV),372 fluorescéncia (HPLC-FD)3! e arranjo de diodos (HPLC-DAD).3232 A analise do 2,4-D por
cromatografia em fase gasosa requer etapa prévia de derivatizagdo, aumentando o tempo e o custo da
andlise.?435 Sendo assim, a cromatografia em fase liquida é considerada a técnica mais adequada para
determinacéo desse composto.

O objetivo deste estudo foi otimizar e validar as metodologias ELL-PBT e QUEChERS, acopladas

a HPLC-DAD, para a determinacao e a avaliagdo da estabilidade do 2,4-D em amostras de agua.
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Experimental

Reagentes e solu¢des

O padréo analitico do 2,4-D, certificado com grau de pureza de 99,9% (m/m), foi obtido da Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os solventes Grau-HPLC acetonitrila, acido acético e acetato de etila foram
adquiridos da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA), Dinamica (Diadema, SP, Brasil) e Vetec (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), respectivamente. Acido fosforico (HsPOa) foi obtido da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
Sulfato de sédio anidro (Na2S0a4), cloreto de sédio (NaCl) foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e o sulfato de magnésio (MgSO4) da Synth (Diadema, SP, Brasil), ambos com pureza superior a
99,0% (m/m). As solucbes estoque e de trabalho do 2,4-D foram preparadas em acetonitrila nas

concentracdes de 20,0 mg L*e 2,00 mg L1, respectivamente.

Equipamentos

O preparo de amostras foi realizado usando balanc¢a analitica da Shimadzu (Sao Paulo, SP, Brasil),
centrifuga da Kindly (S&o Paulo, SP, Brasil), pHmetro da Quimis (Sao Paulo, SP, Brasil), bomba a vacuo
da Prismatec (Itu, SP, Brasil) e vortex da Scilogex (Rocky Hill, NJ, EUA).

Andlises cromatogréficas

Os extratos obtidos foram analisados usando um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia acoplado
ao detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD, modelo 1290, Agilent Technologies, Alemanha) equipado
com amostrador automatico e bomba quaternaria. Na separagéo do 2,4-D foi empregada coluna analitica
em fase reversa Kinetex C18 100A (150 mm x 4,60 mm, 5 ym, Phenomenex, Milford, MA, EUA). A
temperatura da coluna analitica foi mantida em 30 °C e o volume de inje¢céo da amostra foi de 20,0 yL. A
composicao da fase mével, o comprimento de onda e o fluxo foram otimizados, conforme apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1. Parametros otimizados na analise cromatografica do 2,4-D

Parametro

95/05
85/15
Proporcéo da fase movel 2 (v/v) 75125
65/35
55/45

200

Comprimento de onda (hm) 228
284

1,0

Fluxo (mL min-t) 0,80
0,50

aFase movel constituida por acetonitrila/agua com pH = 3,00 ajustado com HzPO4
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ELL-PBT

Para otimizacdo das melhores condi¢Bes de extragcédo do 2,4-D pela metodologia ELL-PBT, foram
avaliadas trés composicdes de fases extratoras: 8,00 mL de acetonitrila, 8,00 mL de acetonitrila/acetato
de etila (6,50/1,50 mL) e 8,00 mL de acetonitrila acidificada com &cido acético 1% (v/v). As porcentagens
de extracéo obtidas em cada condigdo foram analisadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

No procedimento de preparo de amostras pela ELL-PBT, 4,00 mL da amostra de agua foram
adicionados em um frasco de vidro transparente de 22,0 mL, fortificados com 81,0 uL da solucédo de
trabalho do 2,4-D na concentragdo de 2,00 mg L1 e mantidos em repouso por 1 h. Posteriormente, foram
adicionados ao frasco 8,00 mL da fase extratora avaliada e agitados em vdrtex por 1 min. O sistema foi
mantido a — 20 °C por 1 h. para congelamento completo da fase aquosa e, consequente, separacéo das
fases. A fase organica liquida foi transferida para um tubo de polipropileno de 15,0 mL contendo 0,375 g
de Na2SO4 anidro, agitada em vortex por 1 min. e centrifugada a 4000 rpm por 5 min. 5,00 mL do extrato
obtido foram completamente evaporados usando fluxo de ar continuo e, em seguida, ressuspendido em
400 uL de acetonitrila. A amostra obtida foi filtrada em membrana de nylon de 0,45um, transferida para
vial e analisada por HPLC-DAD.

QUEChERS

Para otimizacdo das melhores condi¢Bes de extracdo do 2,4-D pela metodologia QUEChERS,
foram avaliadas trés composicbes de fases extratoras: 5,00 mL de acetonitrila, 5,00 mL de
acetonitrila/acetato de etila (4,00/1,00 mL) e 5,00 mL de acetonitrila acidificada com acido acético 1% (v/v).
As porcentagens de extracdo obtidas em cada condicédo foram analisadas pelo teste Tukey ao nivel de 5%
de significancia.

No procedimento de preparo de amostras pela metodologia QUEChERS, 5,00 mL da amostra de
agua foram adicionados em um tubo de polipropileno de 50,0 mL e fortificados com 85 pL da solucéo de
trabalho do 2,4-D na concentracdo de 2,00 mg L1 e mantidos em repouso por 1 h. Posteriormente, 5,00
mL da fase extratora avaliada foram adicionados e o sistema foi agitado em vértex por 1 min. Em seguida,
foram adicionados 2,00 g de MgSOs4 anidro e 0,500 g de NaCl. A mistura foi imediatamente agitada em
vortex por 1 min. e centrifugada a 4000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um tubo de
polipropileno de 15,0 mL contendo 1,00 g de MgSO4 anidro. A mistura foi agitada em vortex por 1 min. e
centrifugada a 4000 rpm por 5 min. 3,20 mL do extrato obtido foram completamente evaporados usando
fluxo de ar continuo e ressuspendido em 400 uL de acetonitrila. A amostra obtida foi filtrada em membrana
de nylon de 0,45um, transferida para vial e analisada por HPLC-DAD.

Validagéo das metodologias

ApOs a otimizacdo, as metodologias ELL-PBT e QUEChERS foram validadas em termos de

seletividade, limite de quantificacao (LQ), precisao e exatidao, linearidade e efeito de matriz.36
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Seletividade

A seletividade foi determinada pela analise comparativa entre os cromatogramas dos extratos da
matriz isenta do 2,4-D (branco) e dos extratos da matriz fortificada, verificando a presenga de sinais

atribuidos a interferentes no mesmo tempo de retencéo do 2,4-D.36

Limite de quantificacédo

O limite de quantificacdo (LQ) foi avaliado fortificando as amostras com concentracdes minimas
do 2,4-D que podem ser quantificadas com precisdo e exatiddo.® O LQ foi obtido considerando a
concentracdo que produziu um sinal 10 vezes maior que o ruido de linha de base do cromatograma da

matriz isenta do 2,4-D (branco), no mesmo tempo de retencéo do analito.

Precisado e Exatidao

A precisédo em termos de repetitividade e exatiddo em termos de recuperacgédo foram determinadas
em experimentos de fortificagdo/recuperacado. A matriz foi fortificada em trés niveis de concentragéo, 2,00,
11,6 € 21,2 ug L para ELL-PBT e 3,10, 18,1 e 33,1 ug L! para QUEChERS. A precisao foi analisada em
sete repeticdes para o segundo nivel, avaliando o desvio padrao relativo (DPR) obtido, sendo DPR < 20%
considerado como o nivel de aceitabilidade. A exatiddo foi avaliada em trés repeticdes para o primeiro e

terceiro niveis, sendo estabelecido como aceitaveis os valores de recuperacao entre 70 e 120%.36

Linearidade

A linearidade foi investigada pela curva analitica das amostras do extrato da matriz fortificadas em
seis niveis de concentracdo equidistantes, 2,00, 6,80, 11,6, 16,4, 21,2 e 26,0 ug L para ELL-PBT e 3,10,
10,6, 18,1, 25,6, 33,1 e 40,6 ug L! para QUEChERS, com trés replicatas independentes para cada nivel.
O método dos minimos quadrados ordinarios foi utilizado para estimar os pardmetros de regresséo linear.
O teste de Jacknife, com nimero maximo de valores extremos removidos de 22,2% dos dados originais,
foi empregado para tratar e confirmar os outliers. A analise de regressao foi avaliada pelos parametros de
normalidade (teste de Ryan e Joiner), independéncia (teste de Durbin e Watson) e homocedasticidade
(teste de Brown e Forsythe). A andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada as curvas analiticas para testar

a falta de ajuste de linearidade e significancia da regressao.

Efeito de matriz

O efeito de matriz foi determinado a partir da preparacdo de curvas analiticas do 2,4-D em
acetonitrila e em extratos de matriz, em seis niveis de concentragao equidistantes, 2,00, 6,8, 11,6, 16,4,
21,2 e 26,0 pug L* para ELL-PBT e 3,10, 10,6, 18,1, 25,6, 33,1, 40,6 ug L para QUEChERS, sendo trés
repeticdes independentes para cada nivel. A analise dos dados obtidos foi desenvolvida de acordo com o

procedimento descrito para a linearidade. O efeito de matriz foi investigado pelo calculo da razao entre os
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coeficientes angulares obtidos na curva analitica do extrato da matriz e da curva analitica em acetonitrila,

multiplicado por 100, de acordo com a Eq. (1).

EM (%) = —122 y 100 1)

Asolvente

onde: EM: efeito de matriz, a,.,: coeficiente angular da curva analitica em extrato da matriz; asgvente:

coeficiente angular da curva analitica em solvente.

Para a interpretacéo do resultado, foi considerado que o valor equivalente a 100% indica auséncia
de efeito de matriz. Se o valor for inferior a 100% significa supresséo da area do analito, promovida pela
matriz. Se o resultado for superior a 100%, indica incremento da resposta do analito, provocada pela

matriz.37
Amostras reais

Apbs serem otimizadas e validadas, as metodologias ELL-PPBT e QUEChERS foram aplicadas
em oito amostras de aguas superficiais e duas amostras de aguas subterraneas coletadas no municipio
de Turmalina, Minas Gerais, Brasil. N6s escolhemos essa regido devido a presenca de extensas
planta¢gbes de eucalipto e, consequentemente, provavel uso intensivo do 2,4-D. Considerando que esse
herbicida é fracamente retido pela maioria dos solos e apresenta elevada solubilidade em agua,®° as fontes
de &gua localizadas proximas as plantag@es de eucaliptos tém alto potencial de serem contaminadas pelo
2,4-D.

Estabilidade do 2,4-D em agua

Foi desenvolvido um experimento para avaliar a estabilidade do 2,4-D em agua, simulando
condi¢des ambientais. Foram adicionados 700 mL de agua purificada em frasco de vidro de 1 L. O mesmo
procedimento foi realizado utilizando amostras de 4gua subterrdnea da cidade de Montes Claros, isentas
de 2,4-D. Posteriormente, ambas as amostras foram fortificadas com o 2,4-D, obtendo a concentracao
inicial de 25,0 ug L. Os frascos foram hermeticamente fechados, a fim de evitar a evaporacao da agua,
e mantidos em ambiente com recebimento da luz solar durante todo o dia.

O experimento foi desenvolvido por 60 dias e, em intervalos de 5 dias, foram coletadas aliquotas
das amostras de agua para a determinacao do 2,4-D através da extracdo pela metodologia ELL-PBT e
quantificacdo por HPLC-DAD. Posteriormente, os frascos foram homogeneizados para manter o ambiente
sob condicdo aerébica. O experimento foi realizado em triplicata e foi calculada a concentragdo média do
2,4-D.

Resultados e Discusséo
Otimizagdo das condi¢des cromatogréficas

Para a otimizacédo das condi¢des de andlise do 2,4-D por HPLC-DAD, o comprimento de onda foi

0 primeiro parametro avaliado. Estudos anteriores para deteccéo do 2,4-D ja empregaram 200 nm,33 220
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nm,17:38 228 nm,3° 280 nm,>35 e 284 nm.*° O espectro de absorcdo na regido do ultravioleta mostrou que a
solucédo do 2,4-D na concentragdo de 1,00 mg L apresentou bandas de absorcdo em 200, 228 e 284 nm,
como pode ser observado na Figura 1.
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Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectro de absorcdo na regido ultravioleta da solu¢do padréo de 2,4-D em acetonitrila na
concentragdo de 1,00 mg L.

Nés observamos que o monitoramento do 2,4-D em 200 e 228 nm apresentou picos com maiores
intensidades e éareas cromatograficas. Entretanto, os cromatogramas obtidos apresentaram maior

quantidade de picos interferentes, como pode ser visto na Figura 2 a e b.
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Figura 2. Cromatogramas da solucdo padrado de 2,4-D em acetonitrila na concentracdo de 1,00 mg L* nos
comprimentos de onda de (a) 200 nm, (b) 228 nm e (c) 284 nm.
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Apesar de ter apresentado pico com menor intensidade se comparado aos demais comprimentos
de onda, o monitoramento do analito alvo em 284 nm permitiu obter melhor seletividade e menor
quantidade de picos interferentes no cromatograma obtido, conforme Figura 2 c. Dessa forma, 284 nm foi
escolhido para a quantificacdo do 2,4-D.

O segundo parametro que analisamos para a otimizacdo das condi¢gdes cromatograficas foi a
proporcao da fase movel no modo isocratico. Fases méveis com caracteristicas acidas sdo amplamente
utilizadas para deteccéo do 2,4-D.333540-43 Por ser um composto ionizavel com pKa 2,80, devido a presenca
do grupo &cido carboxilico em sua molécula,* o 2,4-D tende a ser pouco retido em coluna de fase reversa.3?
Nesse caso, o ideal é que a fase movel empregada tenha reduzido valor de pH, pois essa condicdo
influencia na ionizacdo de acidos, aumentando a retencdo em coluna de fase reversa.l6:3344
Consequentemente, a forma molecular do 2,4-D passa a ter melhor interagdo com a coluna, promovendo
melhor resolugéo.*?

Por essas razdes, nos decidimos utilizar a fase movel constituida por acetonitrila/agua com pH =
3,00 ajustado com HsPOas. O 2,4-D foi detectado em todas as propor¢cOes estudadas, como pode ser

observado nos cromatogramas apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Cromatogramas da solucdo padrdo de 2,4-D em acetonitrila na concentragéo de 1,00 mg L1,
obtidos por HPLC-DAD empregando fase moével composta por acetonitrila e agua com pH = 3,00 ajustado
com HsPOa4 nas proporgdes de (a) 95/05, (b) 85/15, (c) 75/25, (d) 65/35 e (e) 55/45 (v/v).
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Empregando as propor¢des 95/05 e 85/15 (v/v), nGs observamos baixa resolucdo cromatografica.
Nas proporcdes, 65/35 e 55/45 (v/v) o sinal cromatogréafico do 2,4-D apresentou base alargada e menor
intensidade. Conforme apresentado na Figura 3 ¢, empregando a proporcdo 75/25 (viv) foi a que
observamos melhor resolucdo para o monitoramento do 2,4-D, sendo escolhida essa proporcédo da fase
mavel.

O terceiro parametro estudado para a otimizacéo das condi¢gdes cromatograficas foi o melhor fluxo
para a fase mével, sendo avaliados os fluxos de 1,0, 0,80 e 0,50 mL minl. N6s observamos que o
cromatograma obtido utilizando o fluxo de 0,50 mL min-1 apresentou maior resolucéao, intensidade e area

cromatografica correspondente ao 2,4-D, como pode ser observado na Figura 4 ¢, sendo escolhido esse

fluxo.
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Figura 4. Cromatogramas da solugdo padrédo de 2,4-D em acetonitrila na concentracdo de 1,00 mg L1,
obtidos por HPLC-DAD empregando fluxo de (a) 1,0 mL min-, (b) 0,80 mL min- e (c) 0,50 mL min-1,

O cromatograma obtido apoés a otimizagéo das condi¢cdes cromatograficas para a detecc¢ao do 2,4-
D por HPLC-DAD é apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Cromatograma da solucdo padréo do 2,4-D em acetonitrila na concentracéo de 1,00 mg L.

ELL-PBT

A ELL-PBT baseia-se na adi¢cao de solvente organico a amostra aquosa, usualmente na proporgao
2/1 (v/v).?* Posteriormente, a mistura € homogeneizada e submetida a reducdo de temperatura a - 20 °C,
para congelamento da fase aquosa e formacéo de um sistema bifasico. O tempo de 1 h. tem sido relatado
como adequado para o congelamento da fase aquosa.*>4® Dessa forma, a fracdo aquosa e seus
componentes sdo congelados e o analito de interesse é extraido pela fragédo organica liquida, ndo sendo
necessaria etapa de limpeza.4"48

As porcentagens de extragcdo obtidas para as trés fases extratoras avaliadas na otimizacdo da
metodologia ELL-PBT séo apresentadas na Figura 6.
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Figura 6. Porcentagens de recuperacdo do 2,4-D na otimizagdo da metodologia ELL-PBT.
Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de significAncia. ACN = acetonitrila; ACN/ACT = acetonitrila/acetato de etila; ACN Ac. = acetonitrila
acidificada com 1% de acido acético.
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Nés avaliamos a fase extratora mais polar constituida por acetonitrila acidificada com acido acético
1% (v/v), pois o0 2,4-D € um composto ionizavel que apresenta elevada solubilidade em agua. Por isso,
estudos indicam que condi¢cdes &cidas influenciam na forma de ionizagdo desse composto e,
consequentemente, em sua solubilidade em agua, permitindo a sua extragdo pelo solvente orgénico.*
Entretanto, como pode ser observado na Figura 6, essa condicdo apresentou menor porcentagem de
recuperacao.

Esse resultado pode ser atribuido ao fato de a fase extratora nao ter congelado completamente no
periodo de 1 h. Similarmente, estudos prévios relataram que o aumento da polaridade da mistura extratora
dificultou o congelamento da fase aquosa e, consequentemente, a eficiéncia da extracao foi reduzida.* A
porcentagem de recuperacéao é reduzida quando uma quantidade relevante de agua permanece na fragao
organica.*®

Conforme apresentado na Figura 6, as demais fases extratoras avaliadas apresentaram
porcentagens de recuperagdo proximas a 100%. Por isso, nés decidimos ndo avaliar o tempo de
congelamento para a fase extratora constituida por acetonitrila acidificada com acido acético 1% (v/v), pois
haveria a desvantagem do incremento no tempo de preparo de amostra por essa metodologia.

Ndés relacionamos as maiores porcentagens de recuperacdo obtidas empregando as fases
extratoras constituidas por acetonitrila e por acetonitrila/acetato de etila ao congelamento completo da
fracdo aquosa no periodo de 1 h. O congelamento da fracdo aquosa reduz o volume de liquido e aumenta
a concentracdo do analito, sendo essa a forca motriz para sua transferéncia para a fase organica néao
congelada.?®

A andlise dos dados indicou que a média das porcentagens de recuperacao obtidas nessas duas
condi¢cdes ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia. Por
isso, a escolha da melhor fase extratora para essa metodologia foi definida a partir da analise dos

cromatogramas obtidos em cada condi¢éo, sendo apresentados na Figura 7.



55

1R 1,8+
(a) (b)

= 1,54 1,5
=
E 1,24 1,2 24D
S 091 2,4-D 0.9
Q
& 061 0,6
el
[
S 03 0,31
=

0.0 0,0

-0,3 T T T T -0,3 T T T T

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

5 1,84 (c) Tempo de retenc@o (min)
< 1,54
E 2]
.8 2,4-D
g 0,9 ¥
<«
£ 0,64
5]
£ 03
2 0

0,0

-0,3 T T T T

0 | 2 3 4

Tempo de reten¢do (min)

Figura 7. Cromatogramas do extrato fortificado com 2,4-D na concentragdo de 250 ug L1 na extracao pela
metodologia ELL-PBT, empregando a fase extratora composta por (a) acetonitrila 8,00 mL, (b)
acetonitrila/acetato de etila 6,50/1,50 mL (v/v) e (c) acetonitrila com acido acético 1% (v/v) 8,00 mL.

Nés observamos que o cromatograma obtido empregando a fase extratora constituida por
acetonitrila/acetato de etila apresentou, em relacéo as demais condi¢bes avaliadas, maior quantidade de
sinais atribuidos a interferentes, conforme Figura 7 b. Resultados semelhantes empregando essa mesma
condigdo também foram relatados em estudos prévios.*650. Por essas razdes, nds escolhemos a fase
extratora constituida por acetonitrila para a extracdo do 2,4-D pela metodologia ELL-PBT. A utilizacdo
dessa mesma fase extratora com porcentagem de recuperacdo préxima a 100% também foi relatada em
estudos empregando essa mesma metodologia para determinagdo de diferentes analitos.*8:51.52

Neste estudo, nds adicionamos a ELL-PBT uma etapa adicional de concentragéo do extrato. Apos
a extracdo, 5,00 mL da fracdo organica foram completamente evaporados e ressuspendido em 400 yL de
acetonitrila, resultando em um fator de concentracdo de 12,5 vezes. Essa etapa apresentou como
vantagem a reducdo do LQ para 2,00 ug L. Apds a otimizagcdo da ELL-PBT, iniciou-se a etapa de

validacéo dessa metodologia.

QUEChERS

QUEChERS ¢é uma metodologia de preparo de amostras proposta por Anastassiades et al.>® Essa
metodologia baseia-se na extracdo em fase Unica, com a adi¢cdo de solvente organico a amostra aquosa.
O sistema é homogeneizado e submetido a etapa de particdo através da adicdo de uma mistura de sais.
No extrato obtido, uma etapa adicional de limpeza é executada para remocédo de substancias interferentes
e agua residual.235354 Q extrato organico final é diretamente passivel de andlise instrumental, por exemplo,

por cromatografia liquida.?®
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Na abordagem original da metodologia QUEChERS, a etapa de limpeza é realizada com a
utilizac@o de MgSOs4 anidro e do sorvente “amina primaria secundaria” (PSA, do inglés “Primary Secondary
Amine”). O MgSO4promove a remocao de agua presente no extrato e, possivelmente, outros componentes
via quelagdo.%® O sorvente PSA é um trocador aninico, que interage fortemente com compostos acidos,
como por exemplo, acidos graxos e acidos organicos, removendo-os da fase organica.>® Entretanto,
pesticidas acidos, como o 2,4-D, tendem a ficar fortemente retidos no PSA, resultando em baixas
recuperacdes.5”:58

Uma alternativa é utilizar outro sorvente nessa etapa, como a silica gel funcionalizada com
octadecilsilano, conhecido como C18. Porém, a utilizacdo do C18 é mais adequada para amostras
contendo niveis de gordura = 2%, a fim de eliminar compostos apolares, como substancias graxas e
lipidios,>35° ndo sendo o caso da matriz avaliada nesse estudo. Dessa forma, pelo fato da agua ser uma
matriz menos complexa, nés optamos por utilizar nesta etapa apenas 1,00 g de MgSOs4 anidro, visando
promover a remocdo de 4gua no extrato obtido.

As porcentagens de extracdo obtidas para as trés fases extratoras avaliadas na otimizagdo do
método QUEChERS séo apresentadas na Figura 8.
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Figura 8. Porcentagens de recuperacdo do 2,4-D na otimizagdo da metodologia QUEChERS.
Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de significancia. ACN = acetonitrila; ACN/ACT = acetonitrila/acetato de etila; ACN Ac. = acetonitrila
acidificada com 1% de acido acético.

Como pode ser observado na Figura 8, a maior porcentagem de recuperacao do 2,4-D foi obtida
empregando a fase extratora constituida por acetonitrila com acido acético 1% (v/v). Além disso, a anélise
dos dados indicou que a média das porcentagens de recuperacdo obtidas em ambas as condi¢cdes
diferiram estatisticamente entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia. Os cromatogramas

obtidos na otimizacdo da metodologia QUEChERS séo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Cromatogramas do extrato fortificado com 2,4-D na concentragdo de 250 ug L1 na extracado pela
metodologia QUEChERS, empregando a fase extratora composta por (a) acetonitrila 5,00 mL, (b)
acetonitrila com &cido acético 1% (v/v) 5,00 mL (v/v) e (c) acetonitrila/acetato de etila 4,00/1,00 mL.

Nd&s observamos que, além da elevada porcentagem de recuperacao, o cromatograma obtido na
condicdo da fase extratora constituida por acetonitrila com &cido acético 1% (v/v) apresentou menor
quantidade de sinais atribuidos a interferentes, se comparado as demais fases extratoras avaliadas,
conforme Figura 9 b. Por essas razfes, essa fase extratora foi escolhida para a extracdo do 2,4-D pela
metodologia QUEChERS.

Por ser um composto ionizavel, o pH é um fator que influencia na extracéo do 2,4-D, uma vez que
espécies carregadas tém menor afinidade por solventes organicos.®° Estudos prévios demostram que em
condicbes acidas, ha um aumento na porcentagem de extracdo desse composto,*?%1 pois em baixos
valores de pH, o 2,4-D apresenta reduzida solubilidade em agua e pode ser extraido por solventes
organicos.®Por isso, a fase extratora constituida por acetronitrila acidificada com acido acético apresentou
maior porcentagem de recuperacédo em relagcdo as demais. Estudos de extracdo do 2,4-D em arroz, leite,
frutas e vegetais empregando o método QUEChERS também utilizaram acetonitrila acidificada como fase
extratora.30:43,61.62

A auséncia de etapa de concentragéo do extrato tem sido relatada como a principal desvantagem
do método QUEChERS, podendo resultar em LQ mais alto, quando comparado a outras técnicas de
preparo de amostras.?8%3 Por isso, neste estudo nos introduzimos uma etapa adicional de concentragao
do extrato obtido. Apds os procedimentos de extracdo, 3,20 mL da fragdo organica foram completamente
evaporados usando fluxo de ar e ressuspendido em 400 yL de acetonitrila. A adicdo dessa etapa resultou
em um fator de concentracdo de 8,0 vezes, promovendo a reducdo do LQ para 3,10 ug L. Apos a

otimizacdo do método QUEChERS, nés iniciamos a etapa de validacdo dessa metodologia.



Validacdo das metodologias

Neste estudo, os pardmetros avaliados para a validagédo das metodologias ELL-PBT e QUEChERS

foram seletividade, LQ, exatidao, precisao, linearidade e efeito de matriz.

Seletividade

A seletividade das metodologias propostas foi determinada a partir da comparacdo entre
cromatogramas da matriz isenta do analito alvo (branco) e da matriz fortificada com o 2,4-D. Verificou-se
que ambas as metodologias foram seletivas para o monitoramento do analito de interesse, pois, nos
cromatogramas das amostras do branco da matriz, ndo foram detectados sinais de interferentes no mesmo

tempo de retencédo do 2,4-D, conforme apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Cromatogramas da matriz isenta do composto (a) e da matriz fortificada com o 2,4-D na
concentragao de 250 ug L (b) na ELL-PBT e cromatogramas da matriz isenta do composto (c) e da matriz
fortificada com o 2,4-D na concentragdo de 250 ug L (d) na metodologia QUEChERS.
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Limite de Quantificacéo
O LQ foi determinado considerando a concentracdo do 2,4-D na matriz submetida aos
procedimentos de extragao, que resultou em um pico 10 vezes maior do que o ruido da linha de base
obtida no cromatograma da extracdo da matriz isenta do analito de interesse. O LQ obtido nas

metodologias ELL-PBT e QUEChERS ¢é apresentado na Tabela 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2. Resultados da validacdo da metodologia ELL-PBT

Faixa de Recuperacao média + DPR (%)
Metodologia linearidade R2 LQ (ug LY
20pg Lt 116ugLlt 212 puglLla
(Mg L)
ELL-PBT 2,00-26,0 0,99996 97,90+0,8 100,4+95 100,1+1,5 2,00

aMédia de trés repeticdes P Média de 7 repeticdes

Tabela 3. Resultados da validacdo da metodologia QUEChERS

Faixa de Recuperac¢do média + DPR (%)
Metodologia linearidade R? LQ (ug LY
3,1pgLta  181puglL?t 33,1puglLla
(Mg L)
QUEChERS 3,10-40,6 0,99990 94,4+ 4,6 97,8+7,9 97,3+9.3 3,10

aMédia de trés repeticdes P Média de 7 repeticdes

Os valores de LQ alcan¢cados na ELL-PBT e QUEChERS foram inferiores ao LMR do 2,4-D em
agua, recomendados pelas legislacdes brasileiras, através da Resolugdo n° 357 de 2005 do CONAMAS® e
da Portaria de Consolidacdo n° 5 do Ministério da Saude de 2017,1° que estipulam os limites de 4,00 e
30,0 pg L1, respectivamente. Os valores de LQ obtidos também foram inferiores aos estabelecidos pelas
agéncias internacionais, OMS!3 e USEPA,'2 que estabelecem limites correspondentes a 30,0 e 70,0 ug L-
1, respectivamente. Dessa forma, esses resultados demonstram eficiéncia das metodologias propostas

para o monitoramento do 2,4-D nessa matriz, mesmo em baixas concentracdes.

Precisao e Exatidao

A precisdo e exatiddo das metodologias propostas foram determinadas simultaneamente. Nas
Tabelas 2 e 3 sdo apresentados os resultados da média das porcentagens de recuperacgdo e DPR obtidos
na ELL-PBT e QUEChERS, respectivamente.

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade, expressa como DPR. Os valores de DPR
obtidos na ELL-PBT e QUEChERS foram inferiores a 20%, confirmando a precisdo das metodologias
propostas.36

A exatiddo de ambas as metodologias foi determinada em termos de recupera¢ao e apresentou
resultados adequados ao estabelecido pela Unido Europeia, que define como aceitavel a porcentagem de

recuperacdo compreendida entre 70 a 120%.36
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Linearidade

A linearidade das metodologias ELL-PBT e QUEChERS foi analisada pelas curvas analiticas das
amostras do extrato da matriz fortificadas em seis niveis equidistantes de concentracéo, em trés repeticoes
independentes. Todos os procedimentos de avaliagdo da linearidade das metodologias estudadas foram
desenvolvidos de acordo com os procedimentos descritos por Souza e Junqueira®® e Bazilio et al.5¢

Os parametros da regresséo linear foram analisados através do método dos minimos quadrados
ordinarios. Todos os outliers foram tratados e confirmados pelo teste de Jackknife, apresentado na Figura
11. Na metodologia ELL-PBT foram removidos um total de quatro valores extremos, correspondendo ao

limite maximo de exclusdo dos dados (22,2%). A metodologia QUEChERS nédo apresentou valores

extremos.
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Figura 11. Teste residual de Jackknife, com exclusdo dos valores extremos, para as metodologias (a) ELL-
PBT e (b) QUEChERS. ei = residuo da regressao.

O teste de Ryan-Joiner indicou distribuicdo normal dos residuos de regressdo das metodologias
propostas, obtendo coeficientes de correlacdo superiores ao coeficiente de correlacdo critico, conforme

apresentado na Figura 12.



61

—8 14 14
[+
)
=8
w
[
s 0 04
£
—
=]
=
St
= i 1
S ] R =0,98346 ™ R =0,97692
R = 0.94612 R ;= 0.93507
- L)
'2 T T T T T '2 T T T T T
-2000 -1000 0 1000 2000 -2000 -1000 0 1000 2000
e: e

1 1

Figura 12. Normalidade dos residuos de regressao pelo teste Ryan-Joiner para as metodologias (a) ELL-
PBT e (b) QUEChERS. R: coeficiente de correlacdo do teste de Ryan-Joiner.

A homocedasticidade dos residuos de regresséo foi confirmada através do teste de Brown e
Forsythe e da distribuicdo homogénea dos residuos ao longo dos niveis de concentragdo. O teste de
Durbin e Watson e a distribuicdo aleatéria dos residuos nos quatro quadrantes, conforme observado na

Figura 13, demostraram a independéncia dos residuos de regressao.
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Figura 13. Independéncia dos residuos de regresséao pelo teste de Durbin e Watson para as metodologias
(a) ELL-PBT e (b) QUEChERS. d: estatisticas de Durbin-Watson.

A ANOVA indicou regresséo significativa e desvio de linearidade néo significativo, indicando ajuste
dos dados ao modelo linear na faixa de 2,00 — 26,0 ug L e 3,10 — 40,6 ug L para as metodologias ELL-
PBT e QUEChERS, respectivamente. Portanto, através do método dos minimos quadrados ordindrios e
ANOVA, nés constatamos que as metodologias ELL-PBT e QUEChERS acopladas a HPLC-DAD foram

lineares para a determinac¢éo do 2,4-D.
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Efeito de Matriz

O efeito de matriz das metodologias ELL-PBT e QUEChERS foi avaliado a partir da andlise de
curvas analiticas do 2,4-D preparadas em acetonitrila e em extratos da matriz. A anélise dos dados obtidos
foi realizada de acordo com o procedimento descrito para a linearidade, obtendo-se a equacdo de

regressdo ajustada para cada curva analitica das metodologias propostas, apresentadas na Figura 14.
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Figura 14. Curvas analiticas obtidas das solu¢bes de 2,4-D em (@) solvente acetonitrila e em (b) extratos
da matriz pela metodologia ELL-PBT. Curvas analiticas obtidas das solu¢des de 2,4-D em (c) solvente

acetonitrila e em (d) extratos da matriz pela metodologia QUEChERS. Respectivas equacfes da reta e
coeficientes de determinagdo (R?).

Apés ser calculada a razdo entre os coeficientes angulares das curvas analiticas, e multiplicado
esse valor por 100, foram obtidos os valores de 100,2% e 99,60% para as metodologias ELL-PBT e
QUEChERS, respectivamente. Esse resultado, equivalente a 100%, indica auséncia do efeito de matriz
nas metodologias estudadas.3’

O efeito de matriz na determinagdo do 2,4-D em agua foi observado em estudos empregando LC-
MS-MS20 e UHPLC-MS-MS.2 Entretanto, similarmente aos resultados obtidos, a maioria dos estudos para
guantificacdo do 2,4-D em agua indicou auséncia do efeito de matriz.16:21.35 O efeito da matriz é considerado
como uma supressao ou aprimoramento da resposta do analito devido a coeluicdo dos constituintes da
matriz.6” Por isso, a variacdo da resposta cromatografica tende a ser mais significante em matrizes mais

complexas e menos significante ou inexistente em matrizes mais simples, como a agua.
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Comparacao entre as metodologias

As metodologias tradicionais, SPE e LLE sdo amplamente utilizadas para a extracdo de pesticidas
em amostras aquosas, incluindo o 2,4-D, devido a eficiéncia, concentracdo dos analitos e por atingirem
reduzidos limites de quantificacdo, sendo aceitas como metodologias de referéncia. Entretanto, o alto
volume de solvente organico e amostra requerido, bem como o uso de vidrarias, equipamentos, e
cartuchos que possuem elevado custo financeiro limitam o uso das metodologias SPE e LLE.%8

Por isso, a extracdo do 2,4-D em amostras de agua por metodologias alternativas tem sido relatada
na literatura cientifica, incluindo a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME), microextracao liquido-
liquido dispersiva particionada (PDLLME) e a extragdo magnética em fase solida (MSPE).

Nesse estudo, as metodologias ELL-PBT e QUEChERS foram otimizadas e validadas para a
extracdo do 2,4-D em amostras de agua. Esses dois métodos sdo considerados mais simples, préaticos e
acessiveis em relagdo a SPE e LLE, devido ao consumo reduzido de solventes organicos e amostras,
além de ndo exigir cartuchos, vidrarias ou equipamentos especiais.52:69

Foi realizada a andlise comparativa entre as metodologias otimizadas e validadas nesse estudo,
metodologias tradicionais e metodologias alternativas, para o preparo de uma Unica amostra. Os

resultados séo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Analise comparativa entre as metodologias ELL-PBT, QUEChERS, metodologias tradicionais e metodologias alternativas para preparo de uma Unica

amostra

Metodologias validadas Metodologias tradicionais Metodologias alternativas

Parametro
ELL-PBT QUEChERS | SPE® LLE®™ DLLMES®® PDLLME™ MSPE??

Técnica de andlise HPLC-DAD HPLC-DAD HPLC-DAD HPLC-UV HPLC-UV HPLC-UV HPLC-UV
Etapa de derivatizacao N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
Etapa de limpeza N&o N&o Nao Nao Nao N&o Néo
Recuperacéo (%) 100,2 100,9 101,0 73,0 98,1 100,6 95,30
DPR (%) 2,58 2,15 8,10 6,00 5,10 3,00 9,3
Numero de etapas 9 11 8 9 5 6 5
Quantidade de sais (g) 0,375 3,50 0 200 0 0 0
Volume de solvente organico (mL) | 8,00 5,00 11,0 100 1,57 2,00 0,22
Volume de amostra (mL) 4,00 5,00 50,0 50,0 7,00 5,00 50,0
LQ (ug L) 2,00 3,10 1,00 0,300 0,600 3,10 5,00

ELL-PBT = Extracédo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura; QUEChERS = Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe / SPE = Extracdo em

fase sdlida / LLE = Extrag&o Liquido-Liquido / DLLME = Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva / PDLLME = Microextragcdo Liquido-Liquido Dispersiva

Particionada / MSPE = extracao magnética em fase solida / HPLC= Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia / DAD = Detector de arranjo de diodos / UV=

Detector ultravioleta / DPR = Desvio Padrdo Relativo / LQ = Limite de Quantificacédo
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Conforme observado na Tabela 4, a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia acoplada aos
detectores ultravioleta e arranjo de diodos, corresponde as principais técnicas de analise do 2,4-D, pois
ndo requerem etapa de derivatizacdo do extrato obtido. A analise comparativa indicou que todas
metodologias avaliadas foram eficientes para a determinacédo do 2,4-D em agua, com porcentagens de
recuperacao proximas a 100% (com excecdo da LLE que obteve 73% de recuperagdo), DPR inferior a
10% e auséncia da etapa de limpeza.

Como pode ser observado na Tabela 4, o volume de solvente organico e amostra requerido foi
maior nas metodologias tradicionais LLE e SPE. O LQ das metodologias em estudo, foi superior ao das
metodologias SPE, LLE e DLLME, e inferior ao LQ das metodologias PDLLME e MSPE.

As metodologias ELL-PBT e QUEChERS, otimizadas e validadas nesse estudo, apresentaram
similaridade em seus procedimentos de extracdo e possuem principios de extracdo do analito baseado na
particdo com a formacdo de um sistema bifasico. Enquanto na ELL-PBT a particdo ocorre por meio da
reducao da temperatura,?* no método QUEChERS é promovida a partir da adicdo de sais que promovem
o efeito salting-out.23

As metodologias em estudo apresentaram resultados semelhantes e, através da analise
comparativa, nés verificamos que a ELL-PBT apresentou, menor quantidade de etapas, reduzido consumo

de sais e amostra e menor LQ, em relagéo a metodologia QUEChERS.

Amostras reais

Apos a validagédo das metodologias ELL-PBT e QUEChERS, nés analisamos dez amostras reais,
sendo oito de aguas superficiais e duas de aguas subterraneas, e os resultados indicaram que o 2,4-D
nao foi quantificado em nenhuma das amostras. Resultados semelhantes também foram obtidos em
estudos similares empregando HPLC-UV?3541, LC-MS/MS?! e cromatografia por multisseringa acoplada a
deteccao ultravioleta (MSC-UV).16

A ndo quantifica¢do do 2,4-D nas amostras reais analisadas pode estar relacionada as amostras
nao estarem contaminadas com esse herbicida, ou o residuo desse composto estar abaixo do LQ atingido,
ou pode estar relacionada ao periodo de degradacao desse composto na 4gua. Por isso, nds avaliamos a

estabilidade do 2,4-D em agua sob condi¢bes ambientais.

Estabilidade do 2,4-D em agua

Nesse experimento, a concentracdo inicial de 2,4-D nas amostras de agua foi de 25,0 ug L, pois
se encontra dentro da faixa de linearidade da ELL-PBT. Nos escolhemos essa metodologia de extracdo
para realizacdo desse estudo, pois, através da analise comparativa, observamos que a ELL-PBT
apresentou menor quantidade de etapas, reduzido consumo de sais e amostra e menor LQ, em relacéo a
metodologia QUEChERS. Considerando que, geralmente, a contaminacéo da agua pelo 2,4-D ocorre em
baixas concentragdes, nos avaliamos que o LQ foi o principal parametro que influenciou essa escolha. Os

resultados obtidos no estudo de estabilidade do 2,4-D em agua sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Concentracdo média do 2,4-D nas amostras de (a) 4gua purificada e (b) subterranea, em
intervalos de 5 em 5 dias.

Nds observamos que os valores de concentragdo do 2,4-D foram equivalentes nas amostras de
agua purificada e de 4gua subterrénea. Verificamos que a estabilidade desse composto nas diferentes
amostras apresentou similaridade entre si, como pode ser visto na Figura 15.

O tempo de meia-vida corresponde ao tempo necessério para que 50% da concentracao inicial da
substancia quimica desaparecam.”® Esse parametro pode indicar se o pesticida persistira ou ndo no
ambiente ao longo do tempo.”* Conforme pode ser visualizado na Figura 7, o tempo de meia-vida do 2,4-
D foi de aproximadamente 15 dias. Nesse periodo, a concentracdo média do 2,4-D foi de 12,6 e 13,0 pug
L1, nas amostras de agua purificada e subterranea, respectivamente, sendo similar ao reportado pela
USEPA . De acordo com a agéncia, o 2,4-D é degradado rapidamente em ambientes aquaticos aerébicos,
com tempo de meia-vida de 15 dias, e é relativamente persistente em ambientes aquéticos anaerdbicos,
com tempo de meia-vida entre 41 a 333 dias.'*

Como pode ser observado na Figura 15, apés 60 dias do inicio do experimento, a concentracao
do 2,4-D foi de 1,90 e 2,30 ug L%, para as amostras de agua purificada e subterranea, respectivamente.
Esses valores de concentracéo sdo equivalentes ao LQ da metodologia ELL-PBT, que foi de 2,00 pug L.

Esse resultado indica que, apds 60 dias de contaminagdo da &gua, essa metodologia nédo
consegue quantificar o 2,4-D em amostras de agua. Esse periodo de tempo pode ser um dos fatores

atribuidos a ndo quantificacdo de nenhum residuo desse herbicida nas amostras reais.

Conclusao

As metodologias ELL-PBT e QUEChERS acopladas ao HPLC-DAD foram otimizadas e validadas
neste estudo para determinagdo de 2,4-D em amostras de 4gua. Ambas as metodologias foram seletivas,
precisas, exatas, lineares, sem efeito de matriz e os limites de quantificacdo atingidos atenderam as
legislagcBes nacionais e internacionais. Por isso, essas metodologias representam alternativas eficientes
para 0 monitoramento do 2,4-D nessa matriz. Verificamos que a ELL-PBT apresentou, em relagcédo ao
método QUEChERS, menor quantidade de etapas, menor consumo de sais e amostra € menor limite de

quantificacdo. A aplicacdo em amostras reais nao revelou nenhuma amostra contaminada por 2,4-D. Esse
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resultado pode estar associado a realmente ndo ter esse composto nas amostras, ou 0s niveis de
concentracdo estarem inferiores ao limite de quantificacdo. Além disso, esse herbicida pode ter sido
degradado, pois verificamos que, apds 60 dias em condicées ambientais, a concentracédo do 2,4-D nessa

matriz ndo pode ser quantificada pela ELL-PBT acoplada a HPLC-DAD.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do 2,4-D ser um herbicida amplamente utilizado na agricultura mundial, até o momento,
nenhum estudo tinha sido realizado envolvendo as metodologias ELL-PBT e QUEChERS acopladas a
HPLC-DAD para determinacdo desse composto em agua. Neste trabalho, essas metodologias foram
otimizadas e validadas com sucesso, sendo consideradas mais simples, praticas e acessiveis em relagao
as metodologias tradicionais, como SPE e LLE, devido ao consumo reduzido de solventes orgéanicos e
amostras, além de nao exigir cartuchos, vidrarias ou equipamentos especiais Neste estudo, nds
selecionamos amostras reais de aguas superficiais e subterr@neas com elevada possibilidade de
contaminagédo, devido ao historico de uso de pesticidas na regido de Turmalina - MG. Entretanto, o
monitoramento do 2,4-D nessas amostras ndo revelou nenhum episddio de contaminag¢éo ambiental. Por
isso, resolvemos avaliar o periodo de estabilidade desse herbicida na 4gua em condi¢cdes ambientais. Os
resultados indicaram que apds 60 dias de contaminacdo das amostras de agua, ndo conseguimos mais
quantificar esse composto empregando a metodologia ELL-PBT acoplada a HPLC-DAD. Por isso, o
monitoramento do 2,4-D em amostras de agua deve ser realizado o0 mais préximo possivel da provavel

data de aplicacao desse herbicida na area de cultivo.



