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RESUMO

Oherbicidaacido?2,4-diclorofenoxiacético(2,4-D)representa40% detodos osherbicidasutilizadosnaagricultura, sendo largamenteutilizadonacultura
de cana de agticar. Sua aplicagdo pode prejudicar o meio ambiente e a satide humana por ser extremamente toxico. E necessario desenvolver um método
eficaz para quantificagdo de pesticidas no solo e monitoramento da degradagao por microrganismos do solo. O objetivo deste estudo foi desenvolver e
validar um método para quantifica¢do de 2,4-D e seus derivados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para ensaios de biodegradagio
“invitro”. Foi desenvolvido um método para a quantificagao por meio de HPLC, que foi subsequentemente utilizado para a determinagdo das curvas de
calibragdo de 2,4-D e os subprodutos 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2-clorofenol, 2-metilfenol e 4-Cloro-2 - metilfenol. As concentragdes utilizadas
foram de 0,5; 0,2; 0,08; 0,004; 0,0006 pg.L'. ANOVA revelou que as curvas de calibragdo podem ser utilizadas para quantificagdo destas moléculas.
Os resultados mostraram que € possivel empregar este método para a quantificagao do 2,4-D e seus subprodutos em experimentos de biodegradagao.

Palavras-chave: pesticida, biotransformagao, biodegradacao.

ABSTRACT

The herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) represents 40% of all herbicides used in agriculture, being widely used in sugar cane crop.
Its application can damage the environment and the human health because it is extremely toxic. It is necessary to develop an effective method to
quantify pesticides in soil and monitoring degradation by soil microorganisms. The aim of this study was to develop and validate a method for
quantifying 2,4-D and its byproducts by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) assays for “in vitro” biodegradation. We developed
a method for quantification by HPLC which was subsequently employed for determination of the calibration curves of 2,4-D and the molecules
4-chlorophenol, 2,4-dichlorophenol, 2-chlorophenol, 2-methylphenol and 4-Chloro-2 - methylphenol. Concentrations of 0,5; 0,2; 0,08; 0,004;
0,0006 pg.L! were used. ANOVA showed that calibration curves can be employed to quantify these molecules. The results showed that it is pos-
sible to employ this method for the quantification of 2,4-D and its byproducts in the biodegradation experiment.

Key-words: pesticide, biotransformation, biodegradation

INTRODUCAO

Os pesticidas foram introduzidos para
controlar pragas, doencas e plantas daninhas
em plantacoes e, desta forma, assegurar a pro-
dutividade e a qualidade dos produtos agrico-
las. A utilizagao dos pesticidas na agricultura
mundial iniciou-se na década de 1920 (Sto-
pelli & Magalhaes, 2005), sendo os primeiros
pesticidas substancias toxicas de origem natu-
ral, tais como o piretro € a nicotina, além de
elementos inorgdnicos como 0 mercurio € o
enxofre (Coutinho et al., 2005). A Legislacao

Brasileira define agrotéxicos (pesticidas) como
substancias utilizadas na producao, armazena-
mento e beneficiamento na agricultura, pasta-
gem, protecao de florestas e outros ambientes,
para preserva-los de seres nocivos e, ainda,
as substancias e produtos usados como desfo-
lhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento (Stopelli & Magalhaes, 2005).

Durante a Segunda Guerra Mundial
(1939-1945), os pesticidas foram utilizados
como arma quimica e, a partir de entdo, ocorreu
producao, expansao e sintese de diversos com-
postos quimicos (Stopelli & Magalhaes, 2005).
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Durante a Segunda Guerra Mundial (1939-
1945), os pesticidas foram utilizados como
arma quimica e, a partir de entdo, ocorreu pro-
dugdo, expansao e sintese de diversos compos-
tos quimicos (Stopelli & Magalhaes, 2005). Um
produto que foi criado neste periodo foi o acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), desenvolvido
com o objetivo de aumentar a produgao agricola
durante a guerra (FAS, 2006) e empregado pos-
teriormente na Guerra do Vietna (1954-1975),
juntamente com o herbicida acido 2,4,5-tri-
clorofenoxiacético (2,4,5-T), para a produgao
do agente laranja (Frumkin, 2003). Lancado
comercialmente em 1946, o 2,4-D tornou-se o
primeiro herbicida seletivo bem sucedido para
emprego nas lavouras de milho, trigo, arroz e
cevada (Guedes, 2010).

Na ultima década, o Brasil alcancou a
posi¢ao de maior consumidor mundial de pesti-
cidas (Londres, 2011; ANVISA, 2012). No ano
de 2008, o mercado de pesticidas movimentou
R$ 7 bilhdes no Pais, fazendo com que o Bra-
sil assumisse a posi¢ao de lider no consumo de
pesticidas no mundo (Silva, 2012). Em 2009, o
consumo de pesticidas no Brasil ultrapassou a
marca de 1 milhdo de toneladas, representando
5,2 kg de pesticidas por habitante por ano (Lon-
dres, 2011). Os herbicidas se destacam como os
pesticidas mais empregados na agricultura bra-
sileira (IBGE, 2008; Conceigao, 2000), repre-
sentando 41% das vendas de pesticidas (SIN-
DAG, 2009). Dentre os herbicidas, o 2,4-D ¢
um dos mais empregados no Brasil (Caires &
Castro, 2002).

0 2,4-D (C,H,CL,0O, massa molecular =
221,0 g.mol!) (Amarante Junior et al., 2003a)
¢ um 4cido organico com pKa de 2,6 e pouca
solubilidade em agua (Silva & Stets, 2006). A
polaridade do 2,4-D esta relacionada ao modo
como se apresenta comercialmente, sendo que
sua maior polaridade ¢ obtida nas formas sali-
nas (ANVISA, 2012). Ele ¢ um herbicida sis-
témico usado no controle de plantas daninhas
de folhas largas (eudicotiledoneas) (ANVI-
SA, 2012). Nas plantas, o 2,4-D atua provo-
cando disturbios diversos (crescimento anor-
mal de tecidos, obstrucdo do floema, morte
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do sistema radicular, epinastia das folhas, etc.),
0s quais levam os organismos mais sensiveis a
morte (Rodrigues & Andrietta, 2010). O 2,4-D
também ¢ utilizado para indugao de calos em la-
boratdrios de cultura de tecidos vegetais, sendo
empregado como uma auxina sintética, substan-
cia com a capacidade de atuar na expansao € no
alongamento celular, ajudando também na di-
visao celular, principalmente no enraizamento
(Krikorian, 1991; apud Centellas et al., 1999).
Nos animais, ¢ considerado um agente carci-
nogénico, afetando coragao, figado e sistema
nervoso central, levando a convulsodes (Silva &
Stets, 2006).

O 2,4-D pertence a familia dos organo-
clorados, que sdo compostos extremamente to-
xicos e de longa persisténcia (Higarashi, 1999).
Por estas razdes, o controle de producao e apli-
cacdo de tais espécies esta entre as prioridades
nas legislagdes ambientais em todo o mundo,
sendo que as concentragdes do mesmo no meio
ambiente sdo determinantes para o estabeleci-
mento da forma de uso da area, seja para fim
residencial, recreativo ou industrial (Higarashi,
1999).

No Brasil, a Resolugao N° 396 de 03 de

Abril de 2008, do Conselho Nacional de Meio
Ambiente - CONAMA, determina o limite ma-
ximo de 0,03 ppm de 2,4-D na 4gua destinada
ao consumo humano ¢ a Associacao Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT), através da NBR
10004/2004, determina o limite de 3 ppm do
herbicida em residuos sélidos como suficiente
para a denominagao de residuo perigoso.
Uma vez que os pesticidas circulam por todos
os ambientes da Terra, bem como através do
proprio alimento ou pelas dguas (Rodrigues &
Andrietta, 2010), ha uma constante preocupa-
¢do em assegurar o monitoramento do destino
destas moléculas no meio ambiente e desen-
volver tecnologias que permitam a remediacao
destas.

Existem varios métodos de determina-
¢ao do 2,4-D em solo, agua, cereais, frutas e ou-
tras matrizes, empregando biossensores, imu-
noensaios, eletroforese, cromatografia gasosa
e cromatografia liquida (Tadeo et al., 2004).
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Os métodos baseados em cromatografia gaso-
sa com deteccao por captura de elétrons (CG/
DCE) sao os mais utilizados, visto que apresen-
tam elevada sensibilidade, porém, exigem uma
etapa de derivatizacao (Sanchez-Brunete et
al.,1994; apud Amarante Junior et al., 2003b).
A deteccao por espectrometria de massas (EM)
¢ uma alternativa que alia sensibilidade a eleva-
da seletividade, viabilizando a identificagdao do
composto estudado, mas também necessita de
prévia derivatizagdo com formagao de compos-
to volatil (Sanchez-Brunete et al.,1994; apud
Amarante Junior et al., 2003b). A cromatografia
liquida tem a vantagem de nao necessitar de de-
rivatizacdo (Amarante Junior et al., 2003b). Por
estas razoes, dentre os métodos de analise do
2,4-D, os por cromatografia liquida costumam
ser mais simples e rapidos, além de permitirem
a determinacao simultanea do herbicida e dos
subprodutos oriundos de sua degradagdo, como
o 2,4-diclorofenol (Hoffmann et al., 2003). A
utilizacdo da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — CLAE (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC) permite identificar
e quantificar determinada substancia, como por
exemplo o 2,4-D, em uma amostra de alimento,
solo, agua ou farmacos, assim como avaliar a
degradacao deste em ensaios “in vitro” (Moret
et al., 2005; Haugland et al., 1990).

Neste trabalho realizamos a otimizagao
de um método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a quantificagao do herbicida 2,4-
D e seus subprodutos para que este possa ser
empregado no monitoramento da biotransfor-
macao/biodegradagao do 2,4-D.

MATERIAL E METODOS
Herbicida 2,4-D e subprodutos

O presente estudo foi realizado utilizan-
do o herbicida 2,4-D padrdo e os subprodutos
2,4-diclorofenol, 2- clorofenol, 4-clorofenol,
4-cloro-2-metilfenol e 2-metilfenol, todos da
Sigma-Aldrich com pureza > 98%.
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Equipamento e condi¢oes das corridas
cromatograficas

Foi utilizada a coluna Lichrosorb-RP-18
com 250 mm de comprimento por 4,6 mm de
diametro e fase estacionaria (fase inversa) com
granulos irregulares de 5 um de didmetro. O
cromatografo utilizado foi o da marca Merck
equipado com detector Diode Array. A aquisi-
¢ao e tratamento dos dados foram feitos com o
software EZchrom (Merck). Foi utilizado como
fase movel agua ultra-pura acidificada com
0,1% (v/v) de acido fosforico e acetonitrila (Te-
dia Brasil Ltda). A temperatura do forno utiliza-
da foi de 25°C.

Selecdo do método
Cromatografico

Foram avaliados cinco métodos croma-
tograficos. A fase movel foi padronizada para
todos os métodos, respeitando-se as condigdes
da corrida cromatografica e se 0 método era iso-
cratico ou em gradiente, bem como as porcen-
tagens de cada solvente recomendado no méto-
do. No método 1, descrito por Amarante et al.
(2003a), o fluxo utilizado foi de 0,7 mL.min",
a fase movel utilizada foi 50% éagua acidifica-
da com 4cido fosforico e 50% de acetonitrila
em sistema isocratico, ou seja, a concentragao
dos solventes da fase movel € constante, com
duragdo da corrida cromatografica de 25 minu-
tos. No método 2, descrito por Haugland et al.
(1990), o fluxo utilizado foi de 2 mL.min!, a
fase movel utilizada foi 50% de agua acidifi-
cada com 4cido fosforico e 50% de acetonitrila
em sistema isocratico com duragdo da corrida
cromatografica de 15 minutos. No método 3,
descrito por Moret et al. (2005), o fluxo utiliza-
do foi de 1 mL.min"!, a fase movel utilizada foi
70% de 4gua acidificada com écido fosforico e
30% de acetonitrila em sistema isocratico com
duragdo da corrida cromatografica de 15 mi-
nutos. O método 4, descrito por Direito (2009)
fluxo utilizado foi de 1 mL.min"', a fase movel
utilizada foi agua acidificada com acido fosfori-
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co e acetonitrila em sistema com gradiente: nos
primeiros 10 min a concentracao da acetonitrila
foi de 30%; no decorrer dos 10 min seguintes
variou de 30% a 40%; ¢ de 40% até 100% no
decorrer dos 40 min finais da corrida, sendo a
duracdo da corrida cromatografica de 1 hora. O
M¢étodo 5 ¢ resultado da otimizagao do méto-
do de Direito (2009) e aqui denominado Direi-
to Modificado, sendo o fluxo utilizado de 1mL.
min’!, a fase movel utilizada foi dgua acidifica-
da com 4acido fosforico e acetonitrila em siste-
ma com gradiente: nos primeiros 3 minutos a
concentracdo de acetonitrila foi de 30%; de 3
minutos a 20 minutos, a concentracao de aceto-
nitrila variou de 30% a 100%, com a duragao da
corrida cromatografica de 20 minutos. Todos os
métodos foram testados com a aplicacao do 2,4-
D e do 2,4-D com seus subprodutos. A mistura
contendo 2,4-D e seus subprodutos foi prepa-
rada de forma que a concentragao final de cada
molécula fosse 0,08 ug.L!

Curva de calibracdo e validagdo do método

Foi construida uma curva de calibracao
cujas concentracdes de 2,4-D (>98% de pureza,
Sigma-Aldrich) variaram de 0,0006 a 0,5 ug.
L. Foram utilizados cinco niveis de concen-
tracao (0,5; 0,2; 0,08; 0,004; 0,0006 pg.L') e
realizada a injecdo de cada um deles em tripli-
cata, com injec¢des de 20 puL na coluna cromato-
grafica. A quantificagdo do 2,4-D foi realizada a
225 nm. Os mesmos niveis presentes na curva
de calibracao do 2,4-D serviram de modelo para
preparagao das curvas dos subprodutos do 2,4-
D: 4-clorofenol; 2,4-diclorofenol; 2-clorofenol;
2-metilfenol e 4-cloro-2-metilfenol. O método
cromatografico escolhido para o preparo das
curvas de calibracdo foi o que obteve melhor
desempenho nas analises preliminares.

Para verificar se os dados apresentavam
linearidade para seu emprego na quantificagao
do 2,4-D sob nossas condigdes experimentais,
foram realizados os procedimentos e as anali-
ses estatisticas sugeridas por Pimentel & Barros
Neto (1996) que consistiram em: a) aplicacao
do método dos minimos quadrados para cons-
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Neto (1996) que consistiram em: a) aplicacao
do método dos minimos quadrados para cons-
trucdo da curva de calibragdo; b) anélise da va-
riancia (ANOVA) para validagdo do modelo;
c) andlise da necessidade de ajuste do mode-
lo; d) analise da distribuicdo do erro; e) teste
da significancia da regressao. O limite de de-
teccao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ)
foram determinados de acordo com o apre-
sentado por Pimentel & Barros Neto (1996).

RESULTADOS
Selegdo do método cromatogrdafico

Os cromatogramas obtidos pelos diferen-
tes métodos podem ser observados nas Figuras 1
a 9. O método 1 apresentou um pico definido do
2,4-D, mas com a base muito larga (Figura 1).
Quando realizada a inje¢do do 2,4-D com seus
subprodutos foi observado que ocorreu a sobre-
posi¢ao de duas moléculas distintas que sairam
com o mesmo tempo de retencao (Figura 2).
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Figura 1. Cromatograma obtido empregando o mé-
todo 1. Leitura realizada a 225nm. O pico ob-
servado se refere ao 2,4-D (Tempo de reten-
¢do: 9,120 min.) na concentragdo de 0,03pg.L".

O perfil cromatografico obtido pelo
método 2 apresentou um pico do 2,4-D com
as mesmas caracteristicas do método 1, porém
com um tempo de retencdo bem menor (Figura
3). Quando realizada a inje¢ao do 2,4-D com
seus subprodutos também foi observada a so-
breposicao de moléculas distintas que sairam
com o mesmo tempo de retencao, de forma que
eram esperados seis picos e foram identificados
apenas quatro (Figura 4).
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Figura 2. Cromatograma obtido empregando o método 1
com a inje¢ao do 2,4-D e seus subprodutos. Leitura rea-
lizada a 225nm. Os picos esperados em funcdo da pola-
ridade das moléculas, da esquerda para a direita, seriam,
respectivamente, 2-Metilfenol, 2-Clorofenol, 4-Cloro-
fenol, acido 2,4-diclorofenoxiacético, 2,4-Diclorofenol,
4-Cloro-2-Metilfenol. A concentragdo de cada molécula

injetada foi 0,08ug.L".
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Figura 3. Cromatograma obtido empregando o mé-
todo 2. Leitura realizada a 225nm. O pico ob-
servado se refere ao 2,4-D (Tempo de reten-
¢do: 2,927 min.) na concentracio de 0,03pg.L".
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Figura 4. Cromatograma obtido empregando o méto-
do 2 com a inje¢dao do 2,4-D e seus subprodutos. Lei-
tura realizada a 225nm. Os picos esperados em fun-
¢do da polaridade das moléculas, da esquerda para
a direita, seriam, respectivamente, 2-Metilfenol,
2-Clorofenol, 4-Clorofenol, acido 2,4-diclorofeno-
xiacético, 2,4-Diclorofenol, 4-Cloro-2-Metilfenol. A
concentracdo de cada molécula injetada foi 0,08ug.L".

O cromatograma obtido ao empregar o
método 3 ndo se mostrou adequado para o es-
tudo do 2,4-D, pois a corrida finalizou sem que
o pico do mesmo fosse observado (Figura 5).
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S6 quando iniciada a corrida seguinte foi possi-
vel observar o pico do 2,4-D nestas condigdes
de corrida cromatografica. Por esta razao, nao
foi realizada a inje¢ao do 2,4-D juntamente com
seus subprodutos.
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Figura 5. Cromatograma obtido empregando o método 3.
Leitura realizada a 225nm. Néao foi observado o 2,4-D

injetado na concentragéo de 0,03ug.L .

Empregando o método 4 foi observado
que 0 mesmo promovia um gasto excessivo de
solventes em funcao de cada corrida demorar
sessenta minutos, apesar de o pico do 2,4-D
sair bem definido e com tempo de retengdo de
20,933 minutos (Figura 6). A separagao do 2,4-
D e seus subprodutos também ndo se mostrou
eficiente uma vez que, embora os picos estives-
sem bem definidos, ndo foi possivel realizar a
distingdo entre duas das seis moléculas injeta-
das (Figura 7).
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Figura 6. Cromatograma obtido empregando o método 4.
Leitura realizada a 225nm. O pico observado se refere ao
2,4-D (Tempo de retencdo: 20,933 min.) na concentracao

de 0,5pg. L.

No método 5 (Direito Modificado) a re-
dugdo na duracao da corrida para 20 minutos
nao influenciou na defini¢ao do pico do 2,4-D
que apresentou tempo de retencao de 12,46 mi-
nutos (Figura 8). Este método também se mos-
trou eficiente para realizar a separagdo do 2,4-D
e seus subprodutos (Figura 9).
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Figura 7. Cromatograma obtido empregando o método 4
com a inje¢ao do 2,4-D e seus subprodutos. Leitura rea-
lizada a 225nm. Os picos esperados em funcdo da pola-
ridade das moléculas, da esquerda para a direita, seriam,
respectivamente, 2-Metilfenol, 2-Clorofenol, 4-Cloro-
fenol, acido 2.4-diclorofenoxiacético, 2,4-Diclorofenol,
4-Cloro-2-Metilfenol. A concentragdo de cada molécula
injetada foi 0,08pg.L".
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Figura 8. Cromatograma obtido empregando o método 5.
Leitura realizada a 225nm. O pico observado se refere ao
2,4-D (Tempo de retengdo: 12,260 min.) na concentracao
de 0,5ug.L.
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Figura 9. Cromatograma obtido empregando o método 5
com a inje¢ao do 2,4-D e seus subprodutos. Leitura rea-
lizada a 225nm. Os picos esperados em func¢do da pola-
ridade das moléculas, da esquerda para a direita, seriam,
respectivamente, 2-Metilfenol, 2-Clorofenol, 4-Cloro-
fenol, acido 2.4-diclorofenoxiacético, 2,4-Diclorofenol,
4-Cloro-2-Metilfenol. A concentragdo de cada molécula
injetada foi 0,08pg.L".

Curva de calibracdo e validagdo do método

Uma vez realizada a sele¢cao do melhor
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método considerando o tempo de retencdo do
2,4-D, as caracteristicas do seu pico de elui¢ao
¢ a duracdo da corrida, bem como a eficiéncia
na separacao do 2,4-D e seus subprodutos, fo-
ram realizados os procedimentos para preparo
das curvas de calibracao e a validacao do mé-
todo selecionado. A partir das curvas de cali-
bracao foram determinadas as equagdes da reta
e o valor de R-quadrado. A Tabela 1 apresen-
ta os valores obtidos. As curvas de calibracao
do acido 2,4-diclorofenoxiacético; 4-clorofe-
nol; 2,4-diclorofenol, 2-clorofenol, 2-metil-
fenol ¢ 4-cloro-2-metilfenol apresentaram R?
superior a 0,90 (Tabela 1), permitindo a reali-
zagao do processo de validagdo das mesmas.

Tabela 1. Equagdes da reta e o valor de R-quadrado para
a curva de calibracdo do 2,4-D e dos subprodutos deste.

EQUACAQ DA RETA

SUBSTANCIA VALOR DE R-QUADRADO

Os procedimentos e as analises estatisti-
cas para verificar a linearidade do método foram
realizadas e mostraram que as curvas de calibra-
¢do teriam de ser ajustadas (dados ndo apresen-
tados). O ajuste realizado foi referente a retirada
da concentragdo 0,5 pg.L!, de modo que apos
isso a curva de calibragdo se apresentasse linear,
com boa distribui¢ao de residuos ¢ com analise
de variancia nao significativa entre as concen-
tragOes esperadas e as observadas (Tabela 2).

Os limites de detec¢ao (LD) foram de-
terminados e apresentaram valores entre 0,05
ug.L1e 0,08 ug.L'. Os limites de quantificagdo
(LQ) apresentaram valores entre 0,17 ug.L'e
0,2 ug.L1.

DISCUSSAO

Selegdo do método cromatogrdafico



Sbano et al. 2013

Tabela 2. Valores de F e P obtidos apods realiza-
¢do de ANOVA considerando os valores de con-
centragdo esperados e os observados para as cur-
vas de calibracdo do 2,4-D e dos subprodutos deste.

SUBSTANCIA VALOR
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O perfil cromatografico apresentado
pelo método 1 apresentou um pico definido do
2,4-D, mas com a base muito larga (Figura 1)
e a separacdo do 2,4-D e seus subprodutos nao
foi eficiente (Figura 2). Este perfil precisaria
ser otimizado para se obter um pico com a base
mais estreita e mais alto, o que poderia redu-
zir a possibilidade de mistura de substancias
e, consequentemente, permitiria uma melhor
separacdo. O perfil cromatografico obtido pelo
método 2 também apresentou o pico de 2,4-
D com a base larga, porém com um tempo de
retengdo bem menor (Figura 3). Isso ocorreu
em fun¢do do fluxo da fase movel ser maior (2
mL.min") do que o empregado no método 1.
Isto fez com que a fase movel carreasse o 2,4-
D com maior facilidade logo nos primeiros mi-
nutos de corrida. Este tempo de retencdo muito
reduzido (2,927 min) dificultaria a separacdo
das moléculas em mistura (Figura 4), uma vez
que moléculas apolares e polares sairam da co-
luna com tempos muito proximos. Por estas ra-
z0es, os métodos 1 e 2 ndo foram selecionados.

O cromatograma obtido ao empregar
o método 3 ndo se mostrou adequado para o
estudo do 2,4-D, pois a corrida finalizou sem
que o pico do mesmo fosse observado (Figu-
ra 5). Para o uso deste método seria necessa-
rio aumentar o tempo de corrida, quando o
desejado era selecionar um método mais rapi-
do, porém sem que este perdesse a eficiéncia.

Em seu estudo, Direito (2009) em-
pregou um método eficiente, mas que pro-
movia um gasto excessivo de solventes em
fungdo de cada corrida acontecer durante ses-
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trabalho, o método foi submetido a uma alte-
ragcdo no tempo da corrida cromatografica para
20 minutos, criando o método Direito Modifi-
cado (Figuras 8 ¢ 9). Este método se mostrou o
mais adequado dentre os testados por possibili-
tar picos com base estreita, mais ingreme e com
tempo de retengcdo que possibilita a adequada
separacao entre moléculas polares e apolares.
Por esta razdo, o método Direito Modificado foi
utilizado para a determinacao da curva de cali-
bracao para 2,4-D e seus subprodutos.

Curva de calibragao e validagao do método

A partir das curvas de calibragdo foram
determinadas as equacdes da reta, o valor de R-
quadrado (Tabela 1) e determinados os limites
de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ). As
curvas de calibracdo do acido 2,4-diclorofeno-
xiacético, 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2-clo-
rofenol, 2-metilfenol e 4-cloro-2-metilfenol
apresentaram R? superior a 0,90 (Tabela 1), per-
mitindo a realizacdo do processo de validacao
das mesmas.

As analises estatisticas sugeridas por
Pimentel & Barros Neto (1996) foram realiza-
das e mostraram que as curvas de calibragao
deveriam ser ajustadas. O ajuste realizado foi
referente a retirada da concentracdao 0,5 pg.L-
!, de modo que apds isso a curva de calibragao
se apresentasse linear, com boa distribui¢do de
residuos e com analise de variancia ndo signi-
ficativa (Tabela 2). Isso significa dizer que nao
existe diferenca significativa entre os valores
observados e os esperados, de forma que as
curvas de calibragdo podem ser empregadas
adequadamente para a quantificagdo do 2,4-D e
seus subprodutos.

Segundo Ribani et al. (2004), € muito co-
mum perceber diferencas entre métodos analiti-
cos, principalmente, quando varios laboratorios
analisam uma amostra em comum em estudos
colaborativos. Assim, os dados provenientes de
apenas um laboratério ndo sao suficientes para
avaliar a reprodutibilidade do método (Ribani
et al., 2004). Isso nao significa, entretanto, que
os métodos validados em um laboratorio ndo
possam ser empregados nos experimentos rea-
lizados por este ou mesmo que ndo sejam repro-
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produtiveis em outros laboratdrios.

A validagdo de métodos em geral ¢ um
procedimento feito para demonstrar o quanto
o trabalho proposto ¢ aceitavel frente as incer-
tezas do processo analitico, equipamentos, pa-
drdes, calibragdes e analises (Gongalves, 2007;
apud Pihlstrom et al., 2009). A validagao de um
método cromatografico pode ser considerada
como a soma de diferentes etapas de validagao
a serem incluidas no processo analitico (Pihls-
trom et al., 2009).

A validacao de um método passa por
varias etapas, sendo algumas no proprio labo-
ratorio (“house validation™) e outra a reproduti-
bilidade do método em diferentes laboratorios,
o que ¢ chamado de validacao completa (“full
validation”) (Ribani et al., 2004). A validagao
completa abrange todas as caracteristicas de de-
sempenho de um estudo em diversos locais de
pesquisa, com a finalidade de verificar como a
metodologia se comporta com uma determinada
matriz em varios laboratorios, para garantir que
tal metodologia possa ser reproduzida e que haja
quebra da incerteza expandida associada a me-
todologia como um todo (Ribani et al., 2004).
Apenas dessa maneira a metodologia pode ser
aceita como oficial para uma determinada apli-
cacdo (Massart et al., 1994; apud Ribani et al.,
2004).

Sob este aspecto, nosso método croma-
tografico tem todos os parametros desejaveis
para a sua aplicagdo, uma vez que os resultados
apresentados na sua validagdao em laboratorio se
mostraram estatisticamente adequadas para o
seu emprego. Mesmo os limites de deteccdo e
quantificacdo encontrados através das analises
dos dados gerados pelas curvas de calibragao
encontram-se dentro dos valores citados na li-
teratura para métodos empregados em croma-
tografia liquida de alta eficiéncia aplicados na
quantificacdo de pesticidas (Amarante Junior et
al., 2003b).

CONCLUSAO

O caminho que um pesticida pode seguir
no meio ambiente até sua degradagao ¢ comple-
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plexo e retine um conjunto de enzimas ordena-
das pela disponibilidade de substrato. Nestes
sistemas, existem diferentes genes em diferen-
tes microrganismos gerando mais de uma rota
de degradagdo possivel para cada composto. A
func¢ao realizada, no entanto, ¢ a mesma: a remo-
¢ao de pesticidas pela inser¢ao destes nos ciclos
biogeoquimicos através da biodegradagdo. Para
que abiodegradagao ocorra o pesticidadeve estar
disponivel no solo e os microrganismos apresen-
tarem as “ferramentas” enzimadticas necessarias.

O perfil cromatografico gerado pelo 2,4-
D e seus subprodutos, bem como dos espectros
das moléculas estudadas, sinalizam que a oti-
mizagdo do método foi adequada para a apli-
cabilidade em estudos de biotransformagao/
biodegradacdao. Os picos ficaram bem defini-
dos e as curvas de calibragdo mostraram que
o sistema estd ajustado adequadamente para
a quantificacdo destas moléculas. O método
cromatografico desenvolvido permite a iden-
tificagdo e quantificagdo do 2,4-D e dos seus
subprodutos 2,4-Diclorofenol, 2- Clorofenol,
4-Clorofenol, 4-Cloro-2-Metilfenol e 2-Metilfe-
nolpor Cromatografia Liquidade Alta Eficiéncia.
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