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RESUMO

A atrazina € um herbicida muito utilizado em culturas de grande expresséao
econdmica como o milho e a cana-de-agucar. Entretanto, sua ampla utilizagdo pode
provocar o acumulo deste herbicida, ou ainda dos seus derivados de degradagao,
em matrizes ambientais, tais como solo e agua. O presente estudo teve como
objetivo o desenvolvimento de metodologias para a analise de atrazina e derivados
por eletroforese capilar (EC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
aplicacdo destas metodologias na detecgdo e quantificagcdo destes compostos na

degradacgéao da atrazina pelo fungo Pleurotus ostreatus.

As melhores condigdes cromatograficas para analise de atrazina, simazina e
propazina por CLAE foram obtidas utilizando como fase moével ACN/H,O 30/70
(v/v%), coluna analitica C18 150 x 4,6 mm 5 ym, fluxo de 1 mL/min, temperatura de
25 °C e detecgado em 221nm. Antecedendo as analises por CLAE foram realizadas

extracoes liquido-liquido com acetato de etila.

A andlise de atrazina, desetilatrazina (DEA), deisoprilatrazina (DIA),
hidroxiatrazina (HA), desetildeisopropilatrazina (DEDIA), desetilhidroxiatrazina
(DEHA) e deisopropilhidroxiatrazina (DIHA) foi realizada por EC em meio n&o
aquoso. O eletrdlito consistiu de Tris-HCI 100 mmol/L em ACN/MeOH 50/50 (v/v%),
com comprimento total do capilar de 48,5 cm (comprimento efetivo 40 cm), 25 °C,
+20 kV, 50 mbar/1s, deteccdo em 221 nm e tempo de analise de 9 min. Apesar de
ocorrer a coeluigdo de trés compostos nesta separacéo (HA, DEHA, DEDIA), o curto
tempo de analise e uso de pequenos volume de solvente orgénico faz com que o
método seja utilizado de forma qualitativa na analise de atrazina e seus produtos de
degradagdo, indicando os possiveis compostos presentes. A analise destes
compostos por CLAE foi realizada utilizando-se como fase moével ACN/Tampéo
fosfato de sédio 5 mmol/L pH 7,2 em um gradiente de eluicdo, com um fluxo de 1
mL/min, temperatura de 25 °C, em 221 nm. Apesar do tempo de analise elevado (70
min), esta metodologia permite a quantificacdo de todas as triazinas estudadas.
Portanto as duas técnicas desenvolvidas podem ser utilizadas em conjunto, ja que a

identificacdo dos compostos pode ser realizada por CE sem utilizar grandes volumes



de solventes organicos em um curto intervalo de tempo, e sua quantificagdo pode

ser realizada por CLAE.

A degradagdo promovida por P. ostreatus num periodo de 15 dias, gerou
majoritariamente o derivado DEA. A formagédo deste composto foi observada por
CLAE e confirmada por CG-MS, ratificando que as metodologias desenvolvidas no
presente trabalho podem ser utilizadas em matrizes aquosas complexas, apesar de

possuirem LODs superiores aos determinados pela legislagéo.

Palavras — chaves: Atrazina. Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Eletroforese

capilar. Biodegradacao.



ABSTRACT

Atrazine is an herbicide widely used on crops of major economic relevance as
corn and sugar cane. The widespread use of this herbicide can cause its
accumulation or contamination of environmental matrices. In addition, the
degradation products of atrazine also deserve attention. This study aims to develop
methodology for the analysis of atrazine and its derivatives by capillary
electrophoresis (CE) and high performance liquid chromatography (HPLC). Both
methodologies developed during the present work, HPLC and CE, were applied to
the detection and quantification of atrazine and its degradation products after
treatment using the white-rot fungus Pleurotus ostreatus.

The best chromatographic conditions for atrazine, simazine and propazine
analysis by HPLC were obtained using as mobile phase ACN/H,0 30/70 (v/v%), with
analytical column C18 (150 X 4.6 mm 5um), flow of 1 mL/min, temperature at 25 °C
and detection at 221 nm . Liquid-liquid extractions with ethyl acetate were performed
before the HPLC analyses.

Analysis of atrazine, desetilatrazina (DEA), deisoprilatrazina (DIA),
hidroxiatrazina (HA), desetildeisopropilatrazina (DEDIA), desetilhidroxiatrazina
(DEHA) and deisopropilhidroxiatrazina (DIHA) was performed by CE in a non-
aqueous medium (NACE) . The electrolyte consisted of Tris-HCI 100 mmol/L in ACN
/ MeOH 50/50 (v/v%) with total capillary length of 48.5 cm (effective length of 40 cm)
Experimental conditions were: cartridge temperature at 25 ° C, voltage applied of +20
KV, injection of 50 mbar.1s, detection at 221 nm and the analysis time of 9 min.
Despite the co-elution of three compounds (HA, DEHA, DEDIA), due to the short time
of analysis and the use of small quantity of organic solvent, the method is very useful
for the screening of atrazine and its degradation products. The HPLC analysis of
these compounds was performed using as mobile phase ACN / sodium phosphate
buffer 5 mmol/L (pH 7.2) under gradient elution mode, flow of 1 mL/min, temperature
at 25 ° C and wavelength at 221 nm. Although the long time required for the analysis
(70 min), the methodology allows the quantification of all triazines compounds
studied. Therefore, the two methodologies developed can be used in a

complementary way, since that the compounds identification can be performed by



CE without using large volumes of organic solvents in a short time analysis; and their
quantification can be performed by HPLC.

The degradation promoted by P. ostreatus during a period of 15 days
generated predominantly the DEA derivative. The degradation product obtained was
detected by HPLC and confirmed by GC-MS, supporting that the methodologies

developed in this work can be used in complex aqueous matrices, successfully.

Keywords: Atrazine. High performance liquid chromatography. Capillary

electrophoresis. Biodegradation.
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PREFACIO

A dissertacao em questdo teve como objetivo o desenvolvimento e otimizagdo de
metodologias alternativas para a analise de atrazina e seus produtos de degradacéao
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar (CE).O texto esta
composto de oito capitulos. O primeiro capitulo apresenta um breve histérico do uso
de herbicidas no Brasil, descreve algumas caracteristicas da atrazina e outros
herbicidas triazinicos e analisa a degradagao destes herbicidas com suas vantagens
e devantagens. O segundo mostra os fundamentos basicos gerais sobre
Cromatografia liquida de rapida eficiéncia e Eletroforese capilar e discussao
baseada em dados da literatura, de como é realizada a analise de atrazina e
derivados. O terceiro apresenta a parte instrumental e o preparo das amostras
analisadas. O quarto mostra o desenvolvimento de metodologia por CLAE para
determinacdo de atrazina, simazina e propazina. O quinto apresenta o
desenvolvimento de metodologia por CLAE para determinagdo de atrazina e
derivados bem como a otimizagdo de metodologia de extracdo em fase sdlida. O
sexto capitulo descreve o desenvolvimento de metodologia por EC para
determinacao de atrazina e derivados. O sétimo capitulo descreve a aplicacdo do
método desenvolvido no capitulo 5 para analise dos produtos formados na
biodegradagdo de atrazina promovida pelo fungo Pleurotus ostreatus. O ultimo
capitulo apresenta as consideragdes finais e os trabalhos futuros. O fluxograma a

seguir apresenta os métodos analiticos desenvolvidos.

ATRAZINA E
PRODUTOS DE
DEGRADACAO
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Determinagéao
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1.1 INTRODUGAO

1.1.1 Defensivos agricolas no Brasil

No Brasil o agronegdcio ocupa uma posi¢cao de destaque na economia com
expressivos 25,11% do Produto Interno Bruto (PIB), sendo 17,85% proveniente da
agricultura e 7,26% proveniente da pecuaria’. Este mercado anualmente movimenta
bilhbes de ddlares, contribuindo para o crescimento da economia. No cenario
mundial o Brasil ocupa uma posigéo relevante na produgao de graos como milho e
soja, e também merece destaque na produgéo de cana — de — agucar.

Evitando-se as perdas e temendo escassez, foram desenvolvidas tecnologias
para serem utilizadas na agricultura. Atualmente, uma grande preocupacdo mundial
tem sido a seguranga e a qualidade dos alimentos, que esta relacionada a presenca
ou ndo de contaminantes quimicos ou microrganismos indesejaveis, assim como a
contaminagao do meio-ambiente, principalmente no solo e na agua.

Dentre as tecnologias desenvolvidas, as substancias quimicas controladoras
de pragas, as quais atacam culturas agricolas e prejudicam colheitas, sdo as que
tém sido mais utilizadas. Muitos termos genéricos s&o usados para designar estas
substancias quimicas, como: fitossanitario, pesticida, praguicida, veneno, remédio,
agroquimico, defensivo agricola e agrotoxico.

Conforme definicdo apresentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA), defensivos agricolas séo:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegcdo
de florestas nativas, de culturas florestais e de outros ecossistemas
e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substdncias e produtos empregados como desfolhantes,

dessecantes e estimuladores e inibidores de crescimento®.
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Cada agrotoxico possui uma definicdo especifica de acordo com a sua
utilizacdo, os acaricidas combatem os acaros, os escorpionicidas combatem os
escorpides, inseticidas combatem aos insetos, fungicidas combatem fungos, assim
como herbicidas combatem ervas daninhas.

Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola
(SINDAG) no periodo de janeiro a outubro de 2008, constatou-se aumento de 31%,
nas vendas de defensivos agricolas no Brasil, em relagcdo ao mesmo periodo do ano
anterior, totalizando cerca de R$ 10 milhdes®.

Desta forma, considerando-se o consumo entre os dez paises que
representam 70% do mercado mundial de defensivos agricolas, o Brasil aparece em
4° |ugar no ranking®. Como pode ser observado na Figura 1.1, o emprego de
defensivos agricolas nos Estados de S&do Paulo, Mato Grosso, Parana, Rio Grande
do Sul, Minas Gerais, Goias, representou no ano de 2006 80% do total utilizado no

Pais.

$do Mato  Poarandg  Rio Minags Ghias  Bohia  Mate Outres
Paule Grossa Gronde Gerais Grosso
da Sul cla Sul

Figura 1.1 - Participagcdo percentual dos estados brasileiros no valor das vendas de defensivos

agricolas em 2006*.

Conforme apresentado na Figura 1.2, do total de defensivos agricolas
consumidos no Brasil, 7,6% s&o acaricidas, 2,6% antibrotantes, reguladores do
crescimento, 6leo mineral e espalhantes adesivos, 16,6% sao fungicidas, 30,1% sé&o

inseticidas e 43,1% s&o herbicidas®.
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2,60%
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@ Outros

W Acaricidas
O Fungicidas
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30,10% m Herbicidas

Figura 1.2- Participagdo percentual das classes de defensivos agricolas no valor das vendas no
Brasil em 2006.

1.1.2 Expansao de culturas no Brasil

Em 2008, houve uma expansao na produgao de algumas culturas, devido ao
aumento de interesse na exploragdo de novas matrizes energéticas. Uma das
culturas que teve um pronunciado crescimento foi a de cana-de-acucar, devido ao
fato de haver uma demanda maior na produgao de alcool combustivel.

Atualmente o que vem aquecendo o mercado de alcool no pais, é a
anunciada escassez de petroleo e a grande demanda de automodveis bi-combustivel.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a estimativa
para a produgao da cana-de-agucar em 2008 foi de 561,8 milhdes de toneladas,
volume 9,3% superior a de 2007 (514,1 milhdes de toneladas) e um aumento de
8,3% da area plantada em relagao a /2007, quando foram plantados 6,7 milhdes de
hectares de cana®.

O total de alcool exportado pelo Brasil até o final de junho de 2008, desde o
inicio da safra, cresceu 43,8% em relagao a safra anterior, totalizando 1,1 bilhdo de
litros. Apenas no més de junho de 2008, as exportagdes atingiram 500 milhdes de

litros, contra 390 milhdes de litros em junho de 2007’.
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A producao mundial de alcool aproxima-se dos 40 bilhdes de litros, dos quais
presume-se que até 25 bilhdes de litros sejam utilizados para fins energéticos. O
Brasil responde por 15 bilhdes de litros deste total®.

A presenga de plantas daninhas pode interferir no processo produtivo de
cana-de-agucar, competindo com a cultura pelos recursos do meio, principalmente
agua, luz e nutrientes, podendo inibir a brotagdo da cana, e ainda, interferir na
produtividade final.

Existem varios métodos de controle de plantas daninhas. Devido a ineficiéncia
de outros métodos, e da grande quantidade de perdas, o controle de plantas
daninhas na lavoura canavieira reveste-se de importancia em face das extensas
areas cultivadas. Por esse fator territorial e pela eficacia dos herbicidas, o controle
quimico, é amplamente utilizado na cultura canavieira®.

Com todo este aumento na producdo de alcool, ocorrera um aumento no
cultivo da cana-de-acgucar, o que acarretara um consumo significativo de herbicidas.
Estima-se que as vendas de agroquimicos para cana devem dobrar no pais nos

préximos cinco anos, alcangando US$ 1 bilhao™.

1.1.3 Legislacao

Um parametro que pode ser levado em consideragao, como prioridade, € a
toxicidade dos compostos. Tal toxicidade depende principalmente de sua
concentragdo em agua.

A Commission of the European Communities fixou como nivel maximo de
pesticidas individuais 0,1 ug/L e para pesticidas totais 0,5 ug/L. Ja a United States
Environmental Protection Agency (US EPA) estabeleceu para a atrazina em agua
potavel como 3 pg/L"".

O Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA — é o 6rgao que
regulamenta os limites de pesticidas em aguas no Brasil. De acordo com a resolugao
n° 357, de 17 de margo de 2005, o limite maximo permitido para atrazina e simazina
em aguas doces é de 2 pg/L'°, ja para a propazina, ndo existe legislacdo no Brasil

que regulamente seus limites.
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1.1.4 Herbicidas

S&o substancias ou misturas das mesmas que tem como funcdo, destruir,
reduzir ou mesmo prevenir o aparecimento de ervas daninhas ou outros tipos de
plantas que sejam indesejaveis. No Brasil as principais culturas que utilizam
herbicidas s&o: soja, milho, cana-de-agucar, café, arroz, citros, feijao, algodao e
trigo.

Conforme apresentado na figura 1.2 os herbicidas s&o a classe de defensivos
agricolas mais utilizados no Brasil. Este fato ocorre devido ao seu consumo em
culturas de grande expressao econdémica, como cana-de-agucar, soja e milho. Por
sua vez o forte crescimento da cultura de cana-de-agucar se deve ao grande

interesse na producao de alcool combustivel.

1.1.5 Herbicidas triazinicos: atrazina, simazina e propazina

Dentre as classes de herbicidas existentes as triazinas possuem maior
destaque compondo cerca de 30% da produgdo mundial®.

Os herbicidas triazinicos foram introduzidos no mercado ha aproximadamente
40 anos e sao aplicados em uma grande variedade de culturas para o controle de
ervas daninhas'. As triazinas possuem & sua capacidade de inibir a fotossintese,
inibindo o fotossistema |I.

As propriedades das triazinas simétricas (s-triazinas) foram descobertas em
1952, por um grupo de pesquisadores da Geigy, em Basiléia, na Suica. As primeiras
aplicagées em solo foram feitas em 1954, quando se observou sua agédo sobre o
crescimento de plantas. A agcao seletiva de tais compostos e suas propriedades
herbicidas foram citadas pela primeira vez em 1955'%. Nos Ultimos anos as s-
triazinas tornaram-se um dos mais importantes grupos de herbicidas, sendo
utilizadas em culturas de grande expressdo econémica, tais como cana-de-agucar,
milho e sorgo.

Quanto ao aspecto quimico, as s-triazinas s&o derivados nitrogenados

heterociclicos, que apresentam atomos de nitrogénio simetricamente localizados e
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substituicdes (R4, Rz, R3) nas posi¢des 2, 4 e 6. No caso das triazinas, o anel é

composto de atomos de nitrogénio e carbono. A Figura 1.3 apresenta a estrutura

R4
A

A

Rs N R,
R1= -C|, -SCH3, -OCHg
R2, R3= -NHCH(CHs;)2, -NH2C,Hs

geral das s-triazinas™.

N

Figura 1.3: Estrutura geral das s-triazinas.

A estabilidade das s-triazinas € menor quando comparada ao benzeno, uma
vez que o sistema de ligagdo 11 perfeitamente deslocalizado é interrompido pela
introdugéo dos atomos de nitrogénio no anel nas posigdes 1, 3 e 5. Ocorre entdo um
aumento da densidade eletrénica nestas posicdes e uma correspondente diminuigao
da densidade eletrébnica nas posicoes 2, 4 e 6. Desta forma, a substituicdo
nucleofilica nas ultimas posigbes ¢é facilitada. Todavia, a estabilidade
estereoquimica das s-triazinas é ainda muito grande e a persisténcia dos herbicidas
triazinicos e seus produtos de degradagdo no solo e na agua é consideravel,
podendo variar de alguns meses para os compostos originais ha muitos anos para
os seus produtos de degradacao, que sao frequentemente mais toxicos .

A nomenclatura das s-triazinas, assim como suas principais propriedades séo
determinadas principalmente pelo substituinte na posigcéao 2 (R¢). Sendo assim, as s-
triazinas podem ser divididas em trés grupos: clorotriazinas (R1= -Cl), metoxitriazinas
(R1=-OCHjs) e metiltiotriazinas (R1= -SCH3). Quando o substituinte na posicdo 2 € o
—Cl, -SCH3 e -OCH; o nome comercial € terminado em -azina, -trina e -tona,
respectivamente.

Os herbicidas triazinicos séo sélidos brancos cristalinos, fracamente basicos
que possuem baixa solubilidade em agua, alta solubilidade em solventes organicos.
Eles séo estaveis em fase sdlida e em solugdo e possuem baixa pressao de vapor a

temperatura ambiente.
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Dentre os herbicidas triazinicos, a atrazina é o mais utilizado. Outros
herbicidas triazinicos muito utilizados pertencentes ao mesmo grupo da atrazina sao
a simazina e a propazina.

A persisténcia das triazinas, ou outros herbicidas é bastante dependente do
meio onde este se encontra. Nos solos, a principal via de degradagao é a atividade
microbiana, produzindo metabdlitos dealquilados e/ou hidroxilados.

Um grande nimero de trabalhos envolvendo a atrazina tém sido publicado’

'® todavia, na maioria dos casos no s&o incluidos os principais metabdlitos.

1.1.5.1 Atrazina

A atrazina, nome comum para 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina,
€ um herbicida seletivo utilizado no controle pré e pdés emergéncia* de plantas
invasoras de diversas culturas agricolas, principalmente milho, sorgo e cana-de-
acucar'®. A figura 1. 4 apresenta a estrutura quimica da atrazina.

A atrazina atua de forma a inibir a fotossintese das ervas daninhas. Estes
herbicidas causam inibi¢cdo, ligando-se a proteina D1, no sitio em que se acopla a
plastoquinona “Qb”, impedindo o fluxo de elétrons entre os fotossistemas®. As
plantas sensiveis a atrazina sofrem clorose (amarelamento das folhas) a qual
conduz a necrose dos tecidos. Nas espécies tolerantes a atrazina, como € o caso do
milho, o herbicida ¢ eficientemente metabolizado em formas nao téxicas'®.

Segundo a Anvisa, a atrazina pertence a classe toxicoldgica Ill, pouco

toxica®. A tabela 1.1 apresenta algumas propriedades desta substancia.

* Aplicagdes pré-emergentes — séo as aplicagdes realizadas antes do surgimento da erva daninha;
aplicagbes pds-emergente — sdo aplicagdes realizadas apés a emergéncia das ervas daninhas,
porém antes que estas interfiram no desenvolvimento da cultura.
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Figura 1.4 - Estrutura quimica da atrazina.

)

Tabela 1.1- Propriedades da atrazina %'

Massa . . .
Solubilidade em Ponto de fusao Toxicidade '
Nome molecular
H.0 (25 °C) (°C) LD 50% (mg/Kg)
(g/mol)
Atrazina 215,69 70 (mg/L) 171-174 1750

' - Dose Letal — LDsy - dose de amostra que causa mortalidade de 50% dos organismos no tempo de

exposicao e condigdes do teste?- via oral em camundongos.

1.1.5.2 Simazina

Simazina € o nome comum para a 2-cloro-4,6-etilamino-s-triazina, € um
herbicida utilizado exclusivamente na pré-emergéncia. No Brasil é muito utilizado
nas culturas de milho, cacau, café, citrinos e cana de acgucar. A figura 1.5 apresenta
a estrutura da simazina. A tabela 1.2 apresenta algumas propriedades deste

composto®'.

Figura 1.5 - Estrutura quimica da simazina.
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Tabela 1.2- Propriedades da simazina.

Massa
Solubilidade em Ponto de fusao Toxicidade *
Nome molecular
H,O (25 °C) (°C) LD 50% (mg/Kg)
(g/mol)
Simazina 20166 | = - 226-227 5000

'- Estudos de toxicidade em ratos.

Assim como a atrazina, este composto age inibindo a fotossintese das ervas
daninhas. Segundo a Anvisa, a simazina pertence a classe toxicologica Ill, pouco

toxica %°.
1.1.5.3 Propazina

Propazina € o nome comum para a 2-cloro-4,6-isopropilamino-s-triazina, € um
herbicida utilizado exclusivamente na pré-emergéncia. No Brasil € menos utilizado
que a simazina e atrazina. Nao existe nenhum limite maximo de concentracdo de
propazina permitido por lei. A Figura 1.6 apresenta a estrutura quimica da propazina.

A tabela 1.3 apresenta algumas propriedades desta substancia?’.

Cl

N)*N
DA

N N
H H

Figura 1.6 - Estrutura quimica da propazina.
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Tabela 1.3- Propriedades da propazina.

Massa . .
Solubilidade em Ponto de Toxicidade *
Nome molecular
H,O (20 °C) fusao (°C) LD 50% (mg/Kg)
(g/mol)
Propazina 229,71 8,6 mg/L 213 >5000

'- Estudos de toxicidade em ratos.

Assim como a atrazina, este composto age inibindo a fotossintese das ervas

daninhas.

1.1.6 Produtos de degradagao

O mecanismo de degradacdo de um pesticida, em geral, baseia-se nas
caracteristicas estruturais do composto, a partir da presenga de grupos funcionais
reativos.

A degradacdo dos pesticidas pode ser via processos quimicos, como
hidrolise, oxi-redugao, substituicdo, eliminagdo, desalogenacao e fotdlise; por um
processo bioldgico ou ainda por processos combinados, onde mais de uma técnica
pode ser utilizada, podendo haver uma completa mineralizagdo ou a formacgao de
metabadlitos.

A figura 1.7 apresenta alguns processos de degradacédo de herbicidas mais

comuns.
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PROCESSOS DE DEGRADAGCAO

Processos Quimicos Processos Biologicos
Processos Oxidativos Aerdbio Anaerdbio
Avancgados
Enzimatico
Fotocatalise Fenton
Ozonizagao

Figura 1.7 - Processos de degradagdo mais comuns e que podem ser utilizados na degradagéo de
herbicidas.

Os principais produtos de degradacéo da atrazina sdo compostos hidroxilados

e clorados. Séo eles: Desetilatrazina (2-cloro-4-amino-6-isopropilamino-s-triazina -

DEA), Deisopropilatrazina  (2-cloro-4-etilamino-6-amino-s-triazina -  DIA),
Desetildeisopropilatrazina (2-cloro-4,6-amino-s-triazina - DEDIA),
Desetilhidroxiatrazina  (2-hidroxi-4-amino-6-isopropilamino-s-triazina - DEHA),

Deisopropilhidroxiatrazina (2-hidroxi-4-etilamino-6-amino-s-triazina DIHA) e
Hidroaxiatrazina (2-hidroxi-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina - HA).

Os compostos clorados apresentam toxicidade semelhante a do composto
original, atrazina®.

A Figura 1.8 apresenta os principais produtos de degradacéo da atrazina'’.
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Figura 1.8 - Principais produtos de degradacao da atrazina e seus respectivos pKa.

1.1.7 Biodegradacao

A descontaminagéo dos solos e da agua pode ser promovida por técnicas de
remediagdo que usualmente sdo de alto custo. Algumas tecnologias avancadas,
como o uso de sistemas bioldgicos de tratamento para reduzir ou destruir residuos
perigosos sao vistas como uma opgao para as tecnologias convencionais de
descontaminagéo.

Um dos campos mais promissores da biotecnologia, visando o emprego dos
microrganismos, direciona-se para a remediacao de locais contaminados devido ao
uso de defensivos agricolas. Uma vez que microrganismos presentes em solos sao
capazes de degradar e mineralizar pesticidas, pode-se desenvolver a técnica de
remediagdo bioldgica ou biorremediacédo de sitios contaminados empregando-se
microrganismos selecionados.

A biorremediacédo tem por objetivo inocular o solo com microrganismos com
capacidade de metabolizar os residuos toxicos presentes no ambiente. A
biorremediagdo vem sendo desenvolvida com o objetivo de explorar a diversidade

genética e a versatilidade metabdlica destes microrganismos para a transformacéao
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de contaminantes em produtos menos tdxicos que podem ser integrados nos ciclos
biogeoquimicos naturais. Estudos baseados no uso de microrganismos para
degradar compostos quimicos s&do descritos frequentemente na literatura, bem como
a degradacao total ou parcial de pesticidas por populagbées de microrganismos
naturais presentes em solos®*. Os maiores agentes envolvidos na degradacdo
bioldgica sdo as bactérias, os fungos e as algas.

A biodegradagdo microbiana tem enormes vantagens. Em primeiro lugar,
como o0s microrganismos estao presentes em todos os ambientes, o processo pode
ser realizado no proprio local. Em segundo lugar, € um processo que permite grande
desenvolvimento:

1- pela selegcdo de mutantes capazes de uma degradagao mais eficiente;

2-pela engenharia genética, que permite a transferéncia de genes
responsaveis pela enzima de degradagcdo a microrganismos ja ambientados no
local®.

Alguns  microrganismos como Rhodococcus  corallinus®®,  Moraxella
(Branhamella), Penicillium stecki’’, Pleurotus pulmonarius®, Phanerochaete
chrysosporium®® *°, Tulipa gesneriana®', Pseudomonas sp. Strain ADP*?, Mycellia
sterilia INBI 2-26% foram utilizados na biodegradacéo das s-triazinas.

O género Pleurotus inclui espécies comestiveis e medicinais que pertencem
ao grupo do fungo da podriddo branca que apresenta habilidade de produzir
enzimas ligninoliticas extracelulares como: lacase, duas peroxidades: manganés
peroxidase e aril-alcool oxidase que modificam ou degradam a lignina*>.

Bending e colaboradores (2002) utilizaram nove espécies de fungo da
podriddo branca para degradar atrazina e outros pesticidas. Foi utilizada degradagao
em cultura liquida e os resultados obtidos apés 42 dias foram mais satisfatérios para
os fungos Coriolus versicolor, Hypholoma fasciculares e Stereum hirsutum. Foram
realizados testes com Pleurotus ostreatus, e os resultados apresentaram reducéo de
15,5 % de atrazina no meio>*.

Todos estes microrganismos metabolizam estes compostos xenobidticos

através de reagdes enzimaticas.



Capitulo 1 — Introdugéo e objetivo 39

1.1.8 Enzimas

Os tratamentos utilizados para remogao de poluentes recalcitrantes de agua e
solos sao, na maioria das vezes, divididos em tratamento fisico-quimico e tratamento
bioldgico. O tratamento enzimatico esta compreendido na fronteira entre estes dois,
pois ndo envolve diretamente o microrganismo, mas esta baseado na agcdo de um

catalisador bioldgico, uma enzima, portanto com uma funcgéo catalitica especifica.

1.1.8.1 Enzimas Oxidativas

Enzimas redox ou oxidoredutases (EC 1.11.1) catalisam as reagdes de 6xido-
reducdo. Estdo incluidas nesta classe as hidrogenases, oxidases, peroxidases e
hidroxilases (introduzem hidroxilas em moléculas insaturadas).

A Horseradish peroxidase (HRP) é a peroxidase vegetal mais conhecida e
estudada até o momento®. Utilizou-se a peroxidase de raiz forte HRP que é uma
enzima que oxida substratos organicos tendo o peroxido de hidrogénio como aceptor
de elétrons.

Outra enzima muito utilizada na degradagdo de xenobidticos € a lacase

proveniente do fungo Aspergilus oryzae.

1.1.8.1.1 Peroxidases

As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo enzimas que atuam na presenca de
peréxido de hidrogénio (H2O2), que age como aceptor de elétrons, resultando na
formacgao de agua (H2O) e na oxidagcdo de uma grande variedade de compostos,

segundo o esquema simplificado apresentado a seguir:

Doador + H,O,  _Peroxidase Doador oxidado + 2 H,O
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Estas enzimas podem ser encontradas em microrganismos, plantas e também
em mamiferos. Os nomes das peroxidases podem derivar de suas fontes
(horseradish, soybeans, peanut, tealeaf, lacto e mielo peroxidase); dos seus
substratos (bromo, cloro, lignina, manganés peroxidase), ou ainda de seu centro
ativo (heme peroxidase, vanadio peroxidase e peroxidases ndo metalicas)*®.

Stiborova et al em 1991, promoveram a degradacdo da atrazina com a
enzima Horseradish peroxidase na presenca de peroxido de hidrogénio, com a
adicao de cloreto, brometo e iodeto. Apesar de nao identificar o produto gerado, foi
observada a formagao de uma segunda banda quando realizada a cromatografia em
camada delgada (TLC) apds a reagao enzimatica. No trabalho nao foi descrita a

atividade enzimatica utilizada na reacéo® .

1.1.8.1.2 Oxidases

Na literatura, encontrou-se um estudo, em que foi realizada a degradagao de
atrazina utilizando a lacase, uma enzima oxidativa proveniente do fungo Mycelia
sterilia INBI 2-26. O trabalho mostra, a degradacdo do herbicida, realizada com e
sem indutores, além de utilizar cepas que continham e nao continham lacase. A
conclusdo do trabalho mostra que a degradagédo da atrazina nao possui

dependéncia com a atividade da lacase®.

1.2 JUSTIFICATIVA

Devido a ampla utilizagdo de atrazina como defensivo agricola em culturas de
crescente ascendéncia, faz-se necessario o desenvolvimento e otimizagdo de
métodos analiticos de alta eficiéncia para a analise de tais substancias.
Adicionalmente, o estudo da degradacdo destes compostos por microrganismos,
bem como enzimas isoladas surge como uma alternativa ambiental para

descontaminacéo.
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1.3 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver metodologia analitica através
do uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar, para a

separacgao de triazinas e seus derivados de degradacao.
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2.1 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

2.1.1 Principios e fundamentos

Cromatografia € um processo fisico-quimico de separagdo, no qual os
componentes a serem separados distribuem-se entre duas fases: fase estacionaria e
fase movel. A fase estacionaria pode ser um solido ou um liquido disposto sobre um
suporte soélido com grande area superficial. A fase mével, que pode ser gasosa, liquida
ou ainda um fluido supercritico, que percola pela fase estacionaria, arrastando
seletivamente os diversos componentes da mistura’.

Dentre os modos de CLAE, estima-se que mais de 90% dos laboratérios de
analise espalhados pelo mundo utilizam pelo menos um método que aplica a
modalidade de CLAE em fase reversa (FR). Sistemas de CLAE-FR consistem de uma
fase estacionaria de menor polaridade e uma fase mével de maior polaridade,
enquanto a fase normal tem as polaridades invertidas em relacdo a primeira. A fase
movel de maior polaridade possui algumas vantagens, tais como: uso de fases moéveis
menos toxicas e de menor custo, como metanol e agua; fases estacionarias estaveis
de muitos tipos diferentes; rapido equilibrio da coluna apdés a mudancga da fase movel;
facilidade de empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez em analises e boa
reprodutibilidade dos tempos de retencéo?.

Na cromatografia liquida, existem dois modos de eluigao, a eluigdo isocratica e a
eluicdo por gradiente. Na elui¢do isocratica somente um solvente, ou uma mistura de
solventes com composigcdo constante é utilizada. Ja a eluicdo por gradiente, que é
muito utilizada quando apenas um solvente ou uma mistura constante de solventes nao
propicia a eluicdo de todos os analitos, € uma eluicdo com variagcdo continua ou
segmentada da composigao do solvente para modificar a forga eluente, ou seja, a forga
necessaria para arrastar o soluto pela coluna. Para eluir mais fortemente os solutos
retidos é necessario uma forga eluente maior®.

Para avaliar a eficiéncia de uma separagdo cromatografica € necessario
determinar alguns parametros. Os parametros mais comumente avaliados s&o o tempo
de retencéo (fg) para cada componente, que é o tempo necessario, a partir da injecéo

da mistura na coluna, para que o composto alcance o detector; tempo de retengao
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ajustado (tr), que é o tempo adicional necessario para o soluto percorrer o
comprimento da coluna, além do tempo necessario para o soluto, que nao sofre
retencao (fy), percorrer 0 mesmo caminho.A equagdo 1 descreve o0 modo que se

calcula o tempo de retencao®.

tp=t,—t, (equacgao 1)

O ty é determinado através da observagdao do primeiro pico encontrado no
cromatograma, ou seja, o tempo que do soluto nao retido leva para percorrer o
comprimento da coluna.

Outro parametro analisado é o fator de retengao (k). Este fator relaciona os
tempos de retencéo relativos e o tempo do soluto nao retido, demonstrando que quanto
mais um componente é retido pela coluna, maior € o seu fator de capacidade. O fator

de retencado pode ser calculado pela equagao 2°.

jr=te "t (equacio 2)

Onde:
tr = tempo de retencao do soluto.

ty= tempo de eluicdo do soluto nao retido.

O valor ideal de k’ para evitar problemas relacionados a perturbacéo inicial da
linha base, a qual pode sobrepor a primeira banda e evitar excessivo alargamento da
banda e tempo de corrida muito longo é 1 < k’< 10*.

Retencgao relativa (a) é a razdo entre os tempos de retencao ajustado. Quanto
maior a separagao entre dois compostos, maior a retencao relativa. Este parametro

pode ser calculado através da equacéo 3°.

(equacao 3)

Onde:

t'ro> t'r1de modo que a > 1.
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Este parametro define a seletividade do sistema cromatografico. Quanto maior a
seletividade de retengcdo do composto, maior o valor de a. Um valor elevado de a
implica em uma boa separagao se os picos forem estreitos. Os valores desejados para
asdo 1,05 < a < 2,0%

Resolucao (R) € a diferenga dos tempos de retencéo e a largura das bandas de
dois analitos adjacentes; € uma medida quantitativa da habilidade da coluna em
separar os analitos 1 e 2. O parametro analisado pode ser determinado através da

equacso 4°.

tp, —tg, .
R=2 I (equacao 4)
by b,

Onde:
tr1 € tros@0 0s tempos de retengao de dois picos adjacentes;

Wp1 € Wp2 S&0 as larguras dos picos na base, em unidades de tempo.

O valor ideal de resolugao entre os picos adjacentes é 1,5 < R < 20, isto permite
afirmar que os picos estdo bem separados, e ndo apresentam um longo tempo de

analise.

2.1.2 Instrumentacao

Um equipamento moderno de CLAE é equipado com um ou mais reservatorios
de vidro ou ago, cada um deles contendo os solventes que serdo utilizados, uma
bomba capaz de gerar altas pressdes, com velocidades de fluxos que podem variar de
0,1 a 10 mL/min, uma coluna geralmente constituida por tubos de ago inoxidavel capaz
de resistir a altas pressdes, sendo empacotadas com os mais variados tipos e
tamanhos de fase estacionaria. Geralmente uma coluna de guarda € introduzida antes
da coluna analitica para aumentar sua duragédo por remog¢ao, ndo somente de material
particulado e de contaminantes dos solventes, mas também de componentes da
amostra que se ligam irreversivelmente a fase estacionaria. Um detector apropriado a

analise é acoplado a saida da coluna.
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Um sistema com a instrumentacao utilizada na separagao por CLAE esta
esquematizado na figura 2.1. Uma bomba de alta pressdo bombeia o solvente ou uma
mistura destes, através do injetor onde a amostra esta inserida. A amostra € levada em
direcdo a coluna analitica onde ira ocorrer a interacdo entre os analitos e as fases
movel e estacionaria. Em seguida os analitos sdo levados para o detector. Os
comandos para controle do equipamento, aquisicdo e tratamento dos dados sao feitos

mediante a interface com o computador.

Reservatorio de eluente

(fase movel) = - - H
Coluna cromatografica Detector
g e
Injetor I N
A
Bomba A
—

Conversor de sinal

Reservatorio de descarte

Figura 2.1 — Instrumentagao de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.2 ELETROFORESE CAPILAR (EC)

2.2.1 Principios e fundamentos

A eletroforese capilar (EC) € uma técnica de separacdo baseada na migragéo
diferenciada de compostos neutros, idnicos ou ionizavies, através de uma solucido de
eletrélito contida no interior de um tubo capilar (silica fundida, teflon), mediante a

aplicagdo de um campo elétrico da ordem de kVolts/m >®.
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Em EC, a separacéao é conduzida em tubos com dimensdes que podem variar de
15 a 100 um de diametro interno, e 50 a 100 cm de comprimento’.

O uso do capilar oferece muitas vantagens sobre os outros meios utilizados para
eletroforese (placas de gel, papel). Devido a fatores geométricos (a relagéo entre a
area superficial interna e volume é apreciavelmente grande), um capilar possibilita a
dissipacédo do calor, gerado pela passagem da corrente elétrica (efeito Joule). Além
disso, a alta resisténcia elétrica do capilar permite o estabelecimento de campos
elétricos elevados (100 a 500 V/cm), resultando em separagdes de alta eficiéncia
(geralmente excede 10° pratos), resolugdo inigualavel e tempos de andlise
apreciavelmente curtos. Outras vantagens da eletroforese capilar sdo: pequena
demanda de amostra, com volumes tipicamente da ordem de 1 a 10 nL, e a
possibilidade de injecédo e detecgao em fluxo.

Na eletroforese capilar € possivel empregar diversos modos de separagéo, com
mecanismos e seletividade caracteristicos. Dentre as metodologias mais utilizadas, as
que merecem maior destaque sao: eletroforese capilar de zona (CZE), cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC). Outra metodologia que vem sendo muito utilizada para a
separagcao de compostos com baixo pKa (ou valores aproximados) é a eletroforese
capilar em meio nédo aquoso (NACE).

A CZE é a técnica mais utilizada na separacao por eletroforese, de compostos
iGnicos ou ionizaveis.

Ja a MEKC ¢ utilizada normalmente na separagao de compostos neutros. Utiliza-
se um surfactante aniénico acima da concentragdo micelar critica, ou seja, para que
haja formagao de micelas carregadas negativamente. Cada molécula neutra entra em
equilibrio com a micela e o eletrélito, migrando entdo em diferentes tempos®.

A eletroforese capilar em meio ndo aquoso, € muito utilizada para a separacao
de compostos que diferem levemente em suas mobilidades eletroforéticas. Alguns
compostos basicos possuem valores de pKa, referentes aos acidos conjugados, muito
baixos e préoximos. A determinagao destes por CZE torna-se dificil, pois para torna-los
ionizados, deve-se utilizar um tampao com um baixo valor de pH, o que tornaria muito
pequeno ou nulo o fluxo eletrosmético. Com a mistura de solventes ndo aquosos, as
caracteristicas acido-base destes compostos sdao modificadas, formando espécies

protonadas que s&o suscetiveis & migracdo quando aplicado o campo elétrico®.
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2.2.2 Instrumentacgao

A CE possui uma instrumentacdo simples, o sistema contém fonte de alta
tensao, tubos capilares com dimensdes de 15 a 100 um de didametro interno e 50 a 100
cm de comprimento, eletrodos (geralmente de platina), um amostrador e um detector
apropriado. A Figura 2.2 apresenta um esquema geral para um aparelho de EC. Uma
fonte regulada, de alta tensdo, é usada para estabelecer um campo elétrico ao longo
do capilar. Tais fontes podem, em geral, ser operadas a tensdo constante e/ou
corrente constante, com valores tipicos de voltagem no intervalo de 0 - 50 kV e
corrente, de 0 - 200 yA. O operador é protegido contra o contato com a alta voltagem
pela inclusdo do sistema inteiro, ou pelo menos o terminal de voltagem, numa caixa de
acrilico, equipada com chaves de seguranga. A fonte de alta tensdo é conectada,
através de eletrodos de platina, a dois reservatérios da solugdo para completar o
circuito elétrico. Para minimizar efeitos térmicos, o capilar deve ser mantido a
temperatura constante. Ha& varias possibilidades para termostatizacdo do sistema,
incluindo circulagdo de um liquido ou ar através de um cartucho contendo o capilar,
além do uso de ventiladores e fornos. Os comandos para controle do equipamento e

aquisicao de dados s3o feitos mediante interface com computador®.

q t
de dados

fonte de
alta tensio

+/-30 kv

capilar

compartimento termostatizado

eletrodo de | o
platina \A =

reservatorio injegéo
de entrada '

reservatirios

reservatorio
de saida

carrocel de
reservatirios

Figura 2.2 - Representacdo esquematica de um sistema de eletroforese capilar.
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2.3 ANALISE DE PESTICIDAS

A rigorosa legislacédo existente no mundo para a determinagao de pesticidas em
solos, aguas, bem como outras matrizes, exige o desenvolvimento de novos meétodos
analiticos sensiveis e seletivos capazes de fornecer resultados confiaveis frente aos
crescentes niveis de exigéncia e demanda.

Muitas técnicas analiticas tém sido utilizadas para analise quantitativa e
qualitativa de triazinas e seus produtos de degradacao, entre elas, a cromatografia
gasosa (CG)'®' cromatografia em camada delgada (CCD)"® e métodos
eletroquimicos™.

A US EPA possui um método padrdo para analise de triazinas (EPA 619)"°, esta
analise é realizada por meios de cromatografia gasosa com detector de nitrogénio e
fésforo (NPD).

No entanto a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa tem
demonstrado ser uma metodologia capaz de fornecer excelentes resultados na
separacdo destes compostos'®'®
(EC)19'23.

, assim como a determinagao por eletroforese capilar

2.3.1 Analise de triazinas

Uma técnica cromatografica muito utilizada na analise de atrazina e derivados é
a Cromatografia gasosa (CG). Nesta técnica, é possivel analisar compostos que
possuem um carater volatil. Entretanto, compostos hidroxilados como as
hidroxitriazinas, que n&o apresentam este carater, ndo podem ser analisados
diretamente através desta técnica, para isto seria necessario uma etapa de
derivatizacdo. Tendo em vista a pequena concentragdo do analito e o numero de
etapas necessario para uma completa preparagdo da amostra, esta técnica nao se
mostra tao viavel a analise de atrazina e dos derivados propostos neste trabalho.

A técnica mais adequada encontrado na literatura para analise de atrazina e
derivados é a CLAE.
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A EC é uma técnica relativamente nova, que esta comegando a ser utilizada
para analise de atrazina e derivados, o que propicia um cenario atrativo e com muitas

lacunas na literatura a serem preenchidas.

2.3.1.1 Analise de triazinas por CLAE

Para analise de atrazina e derivados, o0 método analitico mais utilizado de acordo
com a literatura, foi CLAE. Foi possivel observar que muitos pesquisadores utilizam

como fase estacionaria colunas C18%+3*

, OU seja, colunas cromatograficas com fase
reversa.

Alguns autores realizam a separagao de seus analitos, que na maioria das vezes
sdo compostos de diferentes classes de pesticidas, utilizando acetonitrila (ACN) e agua
(H20). Outros realizam a separagdo com metanol (MeOH) e H,O.

Para manter um pH constante durante a separag¢ao, muitos autores adicionam a
fase mdovel uma solugao tampao. Isto confere ao cromatograma um perfil diferente, do
que quando se trabalha com H;O. A maior preocupagao que se deve ter quando se
trabalha com uma solugcdo tampao na fase movel, € a concentracdo do mesmo, pois
excesso de eletrélitos pode causar precipitacdo de sais em todo o sistema como, por

exemplo, entupimento da coluna e prejudicar o bom funcionamento do aparelho.

2.3.1.2 Analise de triazinas por EC

Na literatura encontram-se descritos alguns trabalhos que utilizam EC para a
determinacdo de triazinas, sendo que a maior parte dos artigos utiliza MEKC para a
determinacdo destes herbicidas®>>°. A CZE nao se mostrou uma técnica capaz de
separar clorotriazinas*®, porém quando adicionado um tensoativo catidnico, a

|41

separacao tornou-se possivel™'. A técnica que melhor separa as triazinas e derivados é

a técnica de eletroforese capilar em meio ndo aquoso. Alguns trabalhos encontrados na
literatura definem esta metodologia como a que melhor se aplica para compostos que

diferem levemente em suas mobilidades eletroforéticas®®®.
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3.1 INSTRUMENTAGAO

3.1.1 Equipamentos utilizados no Instituto Nacional de Tecnologia

3.1.1.1 Equipamento para Cromatografia liquida

Foi utilizado um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu LC 10 AT,
equipado com detector UV-Vis, autoinjetor, programa de controle e aquisigdo dos
dados Class VP 6.1.

3.1.1.2 Equipamento para Cromatografia gasosa

A confirmacéo da estrutura quimica do produto de degradacéao foi realizada
em um cromatografo gasoso de alta resolugdo modelo série 6890N acoplado a um

detector seletivo de massas 5973N Hewlett-Packard (Agilent Technologies).

3.1.1.3 Espectrofotometro UV-Vis

Para selegcdo do comprimento de onda de cada substancia foi utilizado um
espectrofotometro da marca HACH DR 4000 com varredura de feixe simples e

cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm.

3.1.1.4 Equipamento para Extragao em fase soélida

As extracoes foram realizadas com a cuba de extracdo da marca J.T. Baker e

uma bomba da marca Fanem LTDA.
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3.1.1.5 Equipamento para Extragao liquido-liquido

Para realizacido da extracao liquido-liquido foi utilizado um banho de ultra-som

da marca Odontobras modelo 2840 D.

3.1.2 Equipamento utilizado na Universidade Federal de Juiz de Fora

3.1.2.1 Eletroforese capilar

Foi utilizado um Eletroforese Capilar Agilent
CE, equipado com fonte de alta tensdo (x 30 KV), detector DAD (diode array),
controle de temperatura no interior do cartucho por passagem de ar forgado,

programa de controle, aquisi¢do e tratamento de dados ChemStation 6.0.

3.2 COLUNAS CROMATOGRAFICAS

Utilizou-se a coluna analitica octadecilsilano, Zorbax 300 SB-C18 150 x 4,6
mm, Sum, equipada com uma coluna de guarda Zorbax 300 SB-C18 4,6 x 12,5 mm,
5um e a coluna Shimpack C18 (250 x 4,6 mm 4,6 ym) para a analise das triazinas
para analise por CLAE

Para analise por CG foi utilizada coluna analitica de silica fundida 5% difenil e
95% dimetilpolisiloxano, HP 5 MS (30m X 0,25 mm d.i.) revestida com um filme de
0,25 um.
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3.3 CAPILARES

Utilizou-se capilar de silica fundida com revestimento externo de polimida,
obtido da Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, EUA), com dimensdes do capilar de
75 e 50 ym de didmetro interno (d.i.) e 375 ym de didametro externo (d.e.). A janela
de detecgao foi feita por remogao da polimida, a 40 cm do inicio do capilar, para um

comprimento total de 48,5 cm.

3.4 CARTUCHOS PARA EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (EFS)

Para a extracao de atrazina, simazina e propazina foram utilizados cartuchos
de octadecilsilano, C18 (J. T. Baker), com capacidade de 3 mL.

As extragdes de atrazina e derivados foram realizadas através de extragéo
em fase sélida com cartuchos Oasis MCX (Waters) com capacidade de 3 mL. Este
cartucho contém uma fase polimérica umidecivel em agua que possui dois modos de
retencdo, troca idbnica e fase reversa, tornando possivel entdo uma completa

extragao, ja que os analitos possuem polaridades muito diferentes.

3.5 CAPELA DE FLUXO LAMINAR

Todas as manipulagdes com o fungo Pleurotus ostreatus foram realizados na

capela de fluxo laminar (Veco) equipada com Iampada germicida UV.

3.6 AUTOCLAVE

Autoclave vertical modelo 103 Fabbe-Primar.
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3.7 REAGENTES E SOLVENTES

3.7.1 Padroes

Os padroes de atrazina (A, 98,4% de pureza) e simazina (S, 99,0% de
pureza), deisopropilatrazina (DIA, 98,0% de pureza), desetilatrazina (DEA, 98,5% de
pureza), hidroxiatrazina (HA, 96,0% de pureza), desetildeisopropilatrazina (DEDIA,
95,7% de pureza), foram obtidos de Dr. Ehrenstorfer GmbH, o padréo propazina (P,
99,3% de pureza) desetilhidroxiatrazina (DEHA, 98,7% de pureza) e
deisopropilhidroxiatrazina (DIHA, 95,0% de pureza) foram obtidos de Riedel-de-

Haén.

3.7.2 Reagentes utilizados para andlise de atrazina, simazina e propazina por
CLAE

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou espectroscopico,
acetonitrila (ACN) HPLC (Tedia) e metanol (MeOH) HPLC (Vetec), Acetato de sddio
(Merck), acetato de aménio (Isofar), acido acético glacial (Hoechst Brasil), agua ultra
pura produzida em laboratorio (H20), , acetato de etila HPLC (Ominisolv) e éter

etilico anidro (Tedia), hidroxido de sddio (Vetec).

3.7.3 Reagentes utilizados para analise de atrazina e derivados por CLAE
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou espectroscopico,

acetonitrila (ACN) HPLC (Tedia), acido fosférico (Vetec), hidroxido de amdnio

(Merck), agua ultra pura produzida em laboratério (H2O), fosfato de sdédio

monobasico e fosfato de sodio dibasico (Merck), hidréxido de sodio (Vetec).
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3.7.4 Reagentes utilizados para analise de atrazina e derivados por EC

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou espectroscopico,
acetonitrila (ACN) HPLC (Tedia) e metanol (MeOH) HPLC (Vetec), Acetato, acido
cloridrico (HCI) (Vetec), agua ultra pura (H>O), Tris (hidroximetil)amino metano p.a.
(Vetec).

3.7.5 Reagente utilizado para analise de atrazina e derivados por CG

Gas hélio ultra puro,foi utilizado como gas de arraste na analise por CG.

3.7.6 Reagentes utilizados nas reagdes de degradagao enzimatica com HRP

Para a degradagao de atrazina com a enzima Horseradish peroxidase (HRP)
foram utilizados 2,4 diclorofenol (2,4 DCP) (Sigma), 4- aminoantipirina (4-AAP)
(Merck), fosfato de sédio monobasico e fosfato de soédio dibasico (Merck) e peroxido
de hidrogénio (H20;) (Vetec).

A enzima HRP foi gentilmente cedida pela Toyobo do Brasil.

3.7.7 Reagentes utilizados nas rea¢coes de degradacao enzimatica com lacase

Para os estudos de degradagdo com a enzima lacase foram utilizados os
reagentes 2,2’-azino-bis (acido 3etilbenzotiazolina-6-sulfénico) diaménio-98%
(ABTS) (Sigma), hidroxido de sddio (Vetec) e acido succinico p.a. (Vetec). A enzima
lacase, proveniente do fungo Aspergilus orizae geneticamente modificado, foi

gentilmente cedida pela Novozyme.
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3.7.8 Reagentes utilizados nas reagoes de degradagao enzimatica com o fungo

Pleurotus ostreatus

Para o preparo da solugdo nutritiva foram utilizados: CaCl, p.a. (Merck),
ZnS0Oy4 . 7TH,0 p.a. (Vetec), MgSO, . 7H,0 p.a. (Merck), KH,PO4 p.a. (Vetec), Uréia
p.a. (Reagen), (NH4)2.SO4 p.a. (Vetec), MnSO, . H,O p.a. (Carlo Erba), FeSO, . 7H,0
p.a. (Vetec) e CoCl; p.a. (Vetec).

O fungo Pleurotus ostreatus, mantido em agar-aveia, foi gentilmente cedido
pelo Laboratério de Cogumelos Comestiveis do Setor de Microbiologia Agricola da
UFLA — Universidade Federal de Lavras. O meio de cultura utilizado foi cultivado em

potato dextrose agar (pda) (Merck) e aveia em flocos finos (Quaker).

3.8 SOLUGOES

Todas as solugdes utilizadas foram filtradas com um filtro de seringa com
membrana de Teflon (PTFE) de 0,45 um (Millipore) e os solventes foram filtrados em
membranas de 0,45 um (Millipore) utilizando um kit para filtragéo (Millipore) e uma

bomba a vacuo (Fysma).

3.8.1 Preparo de solugdes utilizadas na separagao de atrazina, simazina e

propazina por CLAE

Inicialmente foram preparadas solugbes estoque de 100 mg/L de atrazina,
simazina, propazina em acetonitrila. A partir destas solugbes foram preparadas
solugdes intermediarias de 35 mg/L e 10 mg/L. Destas solugdes, preparou-se
solugdes de trabalho de 1 mg/L de cada composto.

Para construgao das curvas analiticas foram preparadas solugdes de 1, 3, 5,

8, 12 e 15 mg/L de atrazina, simazina e propazina.
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Para a determinagdo do comprimento de onda de maxima absorvancia dos
trés compostos foi realizada uma varredura de 190 a 500 nm. Os compostos foram
solubilizados em acetonitrila. Solu¢gées de atrazina, simazina e propazina foram
preparadas na concentragao de 0,150 pymol/L.

Para escolha da fase movel na separacédo de atrazina, simazina e propazina

utilizou-se solugado tampao acetato de sédio 2,5 mmol/L pH 4,5.

3.8.2 Preparo de solugoes utilizadas na separagao de atrazina e derivados por
CLAE

Inicialmente foram preparadas solucdes concentradas de atrazina e seus
produtos de degradacao. A atrazina, DEA, DIA foram solubilizados em acetonitrila.
DIHA, DEHA e DEDIA foram solubilizados em 20% HCI 0,1 mol/L e 80% acetonitrila,
a HA foi solubilizada em 20% HCI 0,1 mol/L e 80% agua ultra pura. A partir destas
solucdes foram preparadas solugdes de trabalho.

A curva analitica para HPLC foi preparada nas concentragdes de 5,0, 10,0
15,0, 20,0 e 25,0 mg/L para atrazina; 1,20, 1,60, 2,00, 2,40 e 2,80 mg/L de DIA, DEA
e HA; 3,0, 6,0, 9,0, 12,0 e 15,0 mg/L de DIHA e DEDIA e 2,0, 5,0, 8,0, 11,0 e 14,0
mg/L de DEHA.

Para os calculos de recuperacdo foram preparadas trés solugbes com o
terceiro ponto da curva analitica.

Por extracdo em fase sodlida a eluicdo foi realizada com uma solucdo de
NH4OH a 4% em acetonitrila.

Para a determinagdo do comprimento de onda de maxima absorvancia dos
compostos realizaram-se duas varreduras de 190 a 300 nm. Uma varredura foi
realizada solubilizando os compostos em acetonitila e outra varredura foi realizada
solubilizando os compostos em tampéo fosfato pH 7,28 5 mmol/L. Solugdes de cada
um dos compostos foram preparadas na concentragao de 0,150 pymol/L.

Preparou-se uma solugao tampao fosfato de sodio pH 7,28 na concentracéo

de 5 mmol/L que foi utilizada como fase mével.
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3.8.3 Preparo de solugoes utilizadas na separagao de atrazina e derivados por
EC

Preparou-se solugdes na concentracéo de 10 mg/L de cada analito em ACN.

Foi preparado o tampao Tris-HCIl em acetonitrila e metanol.

3.8.4 Preparo de solugoes para reagoes de degradacgao

3.8.4.1 Preparo de solugoes para reagoes de degradagao e determinagao da

atividade enzimatica da HRP

Para as reacdes de degradacdo da atrazina com HRP foi utilizada solugao
tampao fosfato 0,2 mol/L pH 6,0 para solubilizar a enzima, a qual foi filtrada e
estocada a 4°C.

Solugbes de peroxido de hidrogénio 10 mmol/L, 4 aminoantipirina (4-AAP)
1,6mmol/L, 2,4-diclorofenol (2,4 DCP) 15 mmol/L e tampé&o fosfato 0,1 mol/L pH 7,0

também foram usadas nos ensaios com esta enzima.

3.8.4.2 Preparo de solugoes para reacoes de degradagcdo e determinagao da

atividade enzimatica da lacase

Para as reacdes de degradacéo da atrazina com a enzima lacase foi utilizado

tampao succinato de sédio pH 4,5 e o mediador ABTS 3 mmol/L.
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3.8.4.3 Preparo de solugoes para as reagoes de degradagcao com o fungo

Pleurotus ostreatus

Para as reacdes de degradacéo da atrazina com o fungo Pleurotus ostreatus,
foi preparada uma solugdo nutritiva em agua destilada, com 1,4 g/L de (NH4)2SO4,
2,0 g/L de KH;POy4, 0,1 g/L de uréia, 0,3 g/L de MgSO, . 7H,0, 0,3 g/L de CaCly, 5,0
mg/L de FeSO, . 7H,0, 1,56 mg/L de MnSO4 H,0, 2,0 mg/L de CoCl; e 1,4 mg/L de
ZnSO0s4.

A atrazina utilizada foi preparada em ACN na concentragédo de 726,20 mg/L,
enquanto que a solucido de DEA foi preparada em ACN na concentracido de 10

mg/L.

3.9 BIODEGRADAGAO DA ATRAZINA

3.9.1 Preparo do meio reacional para degradagao de atrazina com HRP

Como a atrazina possui baixa solubilidade em agua, optou-se por utilizar
meios reacionais contendo 35% de acetonitrila, conforme reportado por Ribeiro em
2007 ', que descreve como sendo esta a melhor condicdo para a manutengdo da
estabilidade da enzima HRP. As atividades remanescentes da HRP em meios

contendo solvente estdo apresentadas na figura 3.1.
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Figura 3.1 - Variagdo da atividade enzimatica da HRP em meios contendo solvente organico



Capitulo 3- Instrumentagao analitica, materiais, reagentes e solugbes 68

Meios reacionais foram testados utilizando esta propor¢cdo de solvente
organico, peroxido de hidrogénio, atrazina 10 mg/L e tampao fosfato pH 6,0.

Todas as reagdes foram realizadas na presenca de controle. Um dos
controles continha atrazina, peréxido e tampao e o outro controle continha atrazina,

enzima e tampao, sempre nas mesmas proporcoes da reacao.

3.9.2 Preparo do meio reacional para degradacao da atrazina com a enzima

lacase

Foram realizados meios reacionais contendo 10 mg/L de atrazina, tampao
succinato pH 4,5, ABTS e enzima lacase pura e seus respectivos controles: sem a
enzima (apenas ABTS, tampao succinato e atrazina), sem o substrato atrazina
(ABTS, tampao succinato e enzima) e sem o mediador ABTS (tamp&o succinato,

atrazina e enzima).

3.9.3 Preparo do meio reacional para degradagado de atrazina com Pleurotus

ostreatus

Na capela de fluxo laminar foi adicionado, a um erlenmeyer de 50 mL, um
volume adequado de solucéo padrao de atrazina para que em um volume final de 30
mL sua concentragao final fosse de 10 mg/L. Esperou-se a completa evaporagao do
solvente e posteriormente adicionou-se 30 mL de solug&o nutritiva. Homogeneizou-
se bem a solucgao.

A esta solu¢do homogeneizada foram adicionados 3 discos de 6 mm do fungo
Pleurotus ostreatus crescido em agar.

Foram realizados dois controles da incubagdo: um contendo atrazina e
solugcdo nutritiva na mesma proporcdo da reacdo e outro contendo a solugao
nutritiva e os 3 discos de 6 mm do fungo.

As incubagdes foram colocadas em uma estufa a 30 °C.
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4.1 INTRODUGAO

Neste trabalho foi proposto o desenvolvimento de metodologia para
separagao de atrazina, simazina e propazina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Inicialmente utilizou-se a mistura de solventes MeOH/H,0.
Posteriormente, baseando-se na literatura, trocou-se a fase movel por ACN/Tampéao
acetato de sédio 2,5 mmol/L pH 4,5. Através do uso de um planejamento de
misturas investigou-se qual a melhor proporgédo da fase mével a ser otimizada para a
separagao das triazinas.

E importante lembrar que o uso prolongado de fase mével composta de
tampéao tende a diminuir o tempo de vida util de uma coluna analitica. Portanto no
intuito de viabilizar a otimizacdo, dois experimentos foram realizados contendo a
mesma proporcdo de ACN como solvente organico no modo isocratico. Um
experimento empregou a solugédo tampao e o outro agua para compor a fase movel,

sendo os resultados comparados em relacado a resolugao dos picos.

4.2 OBJETIVO

Desenvolver e otimizar metodologia analitica por meio de cromatografia liquida

de alta eficiéncia para a analise de atrazina, simazina e propazina.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Sele¢cao do comprimento de onda de maxima absorvancia dos analitos.

Um estudo espectrofotométrico na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) foi
realizado no intuito de selecionar o mais adequado comprimento de onda de
detecgao, levando-se em consideracdo a melhor resposta de sinal para os diferentes
pesticidas investigados.

A Figura 4.1 apresenta o espectro de varredura UV-Vis dos herbicidas

atrazina, simazina e propazina. O comprimento de onda selecionado para a analise

foi o de maxima absorvancia para todos os analitos. Portanto o valor utilizado foi o
de 221 nm
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Figura 4.1 - Espectros de absorgado UV-Vis da atrazina, simazina e propazina solubilizadas em ACN
na concentragéo 0,150 umol/L.
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4.3.2 Extracao

Foram realizadas extracdes liquido-liquido, com acetato de etila e éter etilico
e extragdo em fase sélida com cartucho octadecilsilano (C18) das triazinas do meio
reacional contendo triazina, perdxido de hidrogénio, tampéao fosfato 0,2 mol/L pH 6,0
€ enzima, para posterior comparacgao.

Para efetuar a extracao liquido-liquido das triazinas do meio reacional, foram
realizadas trés adigdes consecutivas de 1 mL de acetato de etila ou éter etilico,
levando-os ao banho de ultra-som por 10, 5 e 5 minutos respectivamente. Os
extratos obtidos apds a extracdo foram analisados por CLAE.

Para a extragdo de atrazina, simazina e propazina com cartuchos C18, o
condicionamento foi realizado com metanol e acetato de etila.

A extracao de atrazina, simazina e propazina com cartucho (C18) mostrou-se
eficaz na literatura, pois foram obtidos bons resultados de recuperacéo’.

Todos os extratos foram analisados por CLAE. Como é possivel que haja
alguma interferéncia na analise devido ao solvente de extragdo (eluente), foi
realizada a concentracdo dos extratos, com Ny, e posteriormente a ressuspensao
dos analitos com acetonitrila. A Figura 4.2 apresenta um fluxograma com as etapas

seguidas no estudo de extragao.

Extracao
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Extracao em
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Liquido-liqui
quido-liquido cor::z?:tl\:ado concentrado
2 com N,
Metanol +

i i Acetato de etila
Acetato de etila Eter etilico Ressuspendido
com Acetonitrila

Acetato de Etila
Ressupendido
com Acetonitrila

Figura 4.2- Fluxograma dos testes de extracao realizados para as s-triazinas.
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Na extracdo liquido-liquido, optou-se por utilizar apenas o acetato de etila
como solvente de extracdo. Apesar de o éter etilico ndo absorver na regidao do
ultravioleta estudada, este possui uma alta pressado de vapor, ou seja, volatiliza
rapidamente, o que dificulta seu manuseio principalmente em pequenas
quantidades, considerando também a sua toxicidade.

Como o acetato de etila absorve na regido UV estudada, podendo interferir na
identificacdo de novos picos, resolveu-se entdo realizar uma etapa de concentragao
com N, e ressuspensao com acetonitrila. Para e extragdo com cartucho C18 o
mesmo procedimento foi realizado.

A recuperacao para cada condicdo de extracao realizada foi calculada e o
melhor resultado foi obtido para extracédo liquido-liquido. A recuperacdo de cada
composto esta descrita na tabela 4.1.

A recuperagao é a porcentagem calculada que expressa a quantidade de
analito recuperada em uma matriz fortificada apds um procedimento de extragao.

Pode ser determinada pela equacéo 1.

_ massaobtida

R x100% (equagao 1)

massareal

Tabela 4.1- Recuperacgdes obtidas das s-triazinas nas diferentes condigées de extragao.

Extracao liquido-liquido

Atrazina Simazina Propazina

Recuperacao(%) 82 69 86




Capitulo 4 — Desenvolvimento de metodologia para determinagao de atrazina, simazina e propazina por CLAE. 75

4.3.3 Otimizagao de metodologia por CLAE para a analise de atrazina, simazina

e propazina.

4.3.3.1 Estudos preliminares

Alguns trabalhos descritos na literatura utilizam metanol ou acetonitrila como
solvente organico constituinte da fase mével**. Em fungao disto realizou-se estudos
preliminares com o intuito de promover a separacdo de uma mistura de padrbes
contendo atrazina, simazina e propazina utilizando—se como fase moével MeOH/H,0
(60/40% v/v). A figura 4.3 apresenta o perfil de separagcdo dos trés compostos

analisados.

200 mAu

4 6 8 10 12 14 16 1¢&

minutos

Figura 4.3 — Separacdo de uma mistura de padrbes de simazina (1), atrazina (2) e propazina (3) por
CLAE utilizando como fase mével MeOH/H,O 60/40 (v/v), fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo 20
ML, coluna Zorbax 300SB C18 e detecgao em 221 nm. Os analitos foram preparados na concentragao

de 33,3 mg/L. Experimento 1.
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Entretanto os resultados obtidos ndo foram considerados satisfatorios, pois
observa-se instabilidade na linha base, picos largos e com baixa simetria e
resolugao entre o par simazina e propazina menor que 1,5.

Uma vez que o uso de MeOH como constituinte da fase mével nao foi
satisfatério, um novo estudo foi proposto usando ACN como fase mével. No entanto
para escolher uma proporcao de partida da acetonitrila que tivesse uma forga de
eluicdo proxima ao metanol, utilizou-se um nomografo como orientagédo, que € uma
tabela comparativa de forgas de eluicdo para diferentes solventes. A Figura 4.4
apresenta um nomografo e suas respectivas for¢cas de eluicdo para a acetonitrila e
metanol, quando estes estao dissolvidos em determinada propor¢ao de agua.

A fase movel escolhida para comparacido da separagdo de triazinas com
MeOH/H,0 foi a fase movel ACN/Tampao acetato de sodio 2,5 mmol/L pH 4,5. Este
tampao foi escolhido devido a grandes quantidades de trabalhos descritos na
literatura que o utilizam por tornar os picos dos analitos mais simétricos. Portanto
como o valor da for¢a de eluicdo de cada solvente € apresentada de acordo com a
sua propor¢ao em H,O, o valor encontrado da forca de eluicio para acetonitrila € um

valor aproximado.

I
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Figura 4.4 - Nomografo para modo reverso de eluigdo, com a comparagao da forga de eluicao dos

dois solventes utilizados, ACN e MeOH.

Em virtude da forga de elui¢cdo, a porcentagem de acetonitrila escolhida para
iniciar os testes foi de ACN/Tampao acetato 50/50 (v/v). Um planejamento de
mistura foi realizado com o intuito de selecionar a fase mével com a melhor resposta

para a separagao dos analitos. A Tabela 4.2 apresenta o planejamento realizado.
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Tabela 4.2 - Planejamento de mistura utilizado no estudo para a separagdo de uma mistura de
atrazina, simazina e propazina.

Fase mével .y [Tamp3&o 50/50 MeOH/H,0 60/40 (viv)
Experimento vv)

] 0% 100%
) 100% 0%

3 50% 50%
4 67% 33%
5 84% 16%
6 33% 67%
. 16% 84%

A figura 4.5 apresenta uma separagao de atrazina, simazina e propazina com
a fase moével ACN/Tampao 50/50 (v/v).
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Figura 4.5 - Separagao de uma mistura de padrdes de simazina (1), atrazina (2) e propazina (3) por
CLAE utilizando como fase mével ACN/Tampao 50/50 (v/v), fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢do de
20 pL, coluna C18 e deteccdo em 221 nm. Os analitos foram preparados na concentragéo de 33,3

mg/L. Experimento 2.
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As figuras 4.3, 4.5 e 4.6 apresentam os cromatogramas com as misturas de
fase mével do planejamento realizado. Como pode ser observado, a fase movel que
apresenta maior influéncia na separagcao é ACN/Tampao. Isto pode ser observado,
pois com o aumento da proporcdo de ACN/Tampdo a variacdo dos perfis dos
analitos é bem significativa, ja com o aumento da propor¢ao da mistura MeOH/H,0O
nao ha muita alteragao no perfil do cromatogramas. Um outro motivo que levou a
escolha da fase mével ACN/Tampao foi o tempo de analise, pode-se observar que
quanto maior a propor¢cao de MeOH/H,O maior o tempo de analise. A Tabela 4.3

apresenta as proporc¢des de fase moveis utilizadas na figura 4.6.

Tabela 4.3- Fases moveis utilizadas na separagdo de atrazina, simazina e propazina em um

planejamento de experimentos.

Experimento Fase mével
A 16% ACN/Tampao/ 84% MeOH/H,0
B 33% ACN/Tampao/ 67% MeOH/H,O
C 50% ACN/Tampao/ 50% MeOH/H,O
D 67% ACN/Tampao/ 33% MeOH/H,O
E 84% ACN/Tampao/ 16% MeOH/H,O

Portanto a fase movel escolhida para os estudos subsequentes foi
ACN/Tampao.
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4.3.3.2 Otimizagao da fase moével

Uma vez que os estudos preliminares apontaram a mistura ACN/Tampéo
como a mais adequada para a separagao de simazina, atrazina e propazina, um
novo estudo levando em consideragao a variagdo da proporgcdo ACN/Tampao
acetato de sddio pH 4,5, 2,5 mmol/L foi realizado.

As proporgdes investigadas variaram entre ACN/Tampao 70/30 (v/v) até
ACN/Tampao 30/70 (v/v), conforme descrito na tabela 4.4. Os cromatogramas da
figura 4.7 ilustram o perfil de separagao das s-triazinas estudadas.

Como pode ser observado o aumento da propor¢cdo em tampao na fase
movel aumenta a sua polaridade e favorece a separacgao.

A ordem de eluicdo pode ser explicada pela variacdo da polaridade dos
analitos, ou seja, compostos mais polares, possuirdo menor afinidade pela fase
estacionaria C18, saindo com tempos de retencdo menores. Com isto, podemos
concluir que dos trés compostos analisados até o momento, a ordem decrescente de
polaridade é a seguinte: simazina > atrazina > propazina. Essa afirmagao pode ser
também confirmada por uma analise da estrutura quimica de cada substancia.
Compostos com maior numero de ramificacbes metil, possuem polaridades
menores, um exemplo disto € quando se compara a propazina e a simazina. Uma
observacdo que deve ser feita em relagdo a estas substancias é o seu pKa, a
simazina possui pKa igual a 1,65; atrazina pKa 1,68 e propazina pKa 1,85; todos
abaixo de 2. Assim, no pH da fase mével (4,5), todas as substancias estdo neutras.

Tabela 4.4 apresenta as fases moveis utilizadas na otimizagcdo da separagao

de atrazina, simazina e propazina, ilustrada na figura 4.7.
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Tabela 4.4 - Fases moveis utilizadas na separagdo de atrazina, simazina e propazina em uma

otimizacao da separagédo com a fase mével ACN/Tampéao.

Experimento Fase moével

A 30/70 (v/iv) ACN/Tampéao
35/65 (v/iv) ACN/Tampéao
40/60 (v/v) ACN/Tampéao
45/55 (v/iv) ACN/Tampéao
65/35 (v/v) ACN/Tampéao
70/30 (v/v) ACN/Tampéao

m m O O W
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Para a escolha da fase mével mais eficiente na separagao, foi realizado o
calculo da resolucao. O valor ideal para se ter de resolugao entre os pares de picos
adjacentes é acima de 1,5, pois ocorre uma boa separacdo. A Tabela 4.5 apresenta
o valor da resolugdo para os pares adjacentes de analitos nas fases moveis

estudadas.

Tabela 4.5 - Calculo da resolugéo entre os picos adjacentes para as diferentes fases moéveis testadas

para misturas de 1mg/L com fluxo de 1 mL/min, coluna C18 e detecgdo em 221 nm..

Fase moével Resolugao Resolugao

Simazina Atrazina Atrazina Propazina

30:70 (v/v) ACN:Tampao 1,614 2,796
35:65 (v/v) ACN:Tampéo 0,882 1,101
40:60 (v/v) ACN:Tampao 0,798 0,945
45:55 (v/v) ACN:Tampao 0,785 1,143

Com os calculos da resolugao a melhor fase movel a ser utilizada para a
separagdo e quantificacdo da simazina, atrazina e propazina € a fase moével
ACN/Tampéo 30/70 v/v, ja que dentre as proporgdes testadas foi a unica que

apresentou resolucado acima de 1,5 para os trés analitos estudados.

4.3.3.3 Mudancga de solvente aquoso

Apoés determinar a proporcdo de cada solvente na fase moével, resolveu-se
testar a troca do solvente aquoso tampao acetato de sodio pH 4,5 2,5 mmol/L, para
a agua ultra pura, visto que o uso de sais durante prolongado tempo, diminui o
tempo de vida util da coluna cromatografica.

A Tabela 4.6 apresenta a comparagdo das resolugbes entre os picos

adjacentes utilizando as fases moveis ACN/H,O e ACN/Tampao acetato.
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Tabela 4.6-Resolugcéo dos pares adjacentes com fase mével ACN/H,O e ACN/Tampéo para

misturas de 1mg/L, utilizando coluna C18 e fluxo de 1 mL/min e detecgdo em 221 nm.

Fase moével Resolugao Resolugao

Simazina Atrazina Atrazina Propazina

30/70 (v/v) ACN:Tampéo 1,61 2,80
30/70 (v/v) ACN:H,0 1,91 2,03

Como a separagao entre atrazina e simazina utilizando ACN/H,O 30/70 (v/v)
apresentou uma resolugado maior, que em ACN/Tampao, e o uso de H,O é melhor

para a coluna analitica, esta fase movel foi escolhida.

4.3.3.4 Avaliagao da separagao cromatografica

A tabela 4.7 apresenta os valores de tg, k’, R € a para a separacédo da mistura
de atrazina, simazina e propazina, utilizando a coluna Zorbax C18 300SB, ACN:H,O

30:70 (v/v), fluxo 1 mL/min e detecgao em 221 e 230 nm.

Tabela 4.7- Parametros cromatograficos obtidos para a separagdo das triazinas nas melhores

condigbes cromatograficas.

Triazina t'’r K’ R a N/m
Simazina' 2,61 1,74 1,91 (Ri2) 1,84 (a12) 1,4 x 10*
Atrazina® 4,80 3,20 2,03 (Ry3) 1,86 (az3) 0,9 x10*
Propazina® 8,94 5,96 1,1 x 10*
ty= 1,50 min.

N/m = numeros de patros tedricos por metro

O ty foi determinado através da observagao do primeiro pico encontrado no
cromatograma.

Os valores encontrados para k', R e a estdo de acordo com os valores
encontrados para a literatura como ideais. Isso demonstra que ha eficiéncia

aceitavel para a eparagao dos trés compostos.
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4.3.4 Avaliagao da metodologia

Apesar da metodologia analitica n&o ter sido validada, algumas figuras de
mérito para validacido foram avaliados: curva analitica, sensibilidade, limites de

deteccéo, limite de quantificagao e recuperacao.

4.3.4.1 Curva analitica

A reta que melhor se ajusta a distribuicdo dos pontos para obtencédo das
relacbes entre duas ou mais variaveis é expressa por y = f(x). Para a avaliagdo da
falta de ajuste do modelo a analise dos residuos € fundamental. Logo, o
procedimento usual para avaliagdo do modelo comecga pela analise dos desvios das
observagdes em relagdo a média global.

Supondo-se que a relagao entre x e y € uma reta, o modelo que descreve
esta relacéo é:

y =bix + by (equacao 2)

Onde:

y = resposta medida (sinal)

X = concentragao

bs = inclinagdo da curva analitica (coeficiente angular)

bo = intersegdo com o eixo y, quando x = 0 (coeficiente linear)

Para quantificar a qualidade do ajuste das retas e verificar se os modelos sao
lineares, calculam-se os coeficientes de determinacado ou de explicagdo das retas
(R?).

O coeficiente de determinagdo (R?) é o quadrado do coeficiente de correlacédo
(r), que é a medida do grau de associagao entre as variaveis x e y e também da
proximidade dos dados a uma reta. R? é chamado de variagédo percentual explicada
pelo modelo, quanto mais proximo de 1 estiver o valor de R? mais o modelo

consegue descrever a variagao em y.
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Os graficos de residuos também devem ser construidos para verificar se suas
distribuicbes sao aleatdrias. Este grafico é obtido plotando-se no eixo x os valores
das concentragdes reais adicionadas, e no eixo y os valores dos residuos, que é a
diferenca entre os valores encontrados e os valores calculados (pelo modelo) de
concentracdo de cada analito.

Um importante fator que deve ser calculado é a existéncia ou nao da falta de
ajuste do modelo. Isto é calculado através do teste F. S6 faz sentido utilizar o
modelo se ele se mostrar capaz de descrever satisfatoriamente o comportamento
dos valores experimentais. A validade do modelo e a significancia estatistica da
curva ajustada podem ser testadas por meio da Analise de Varidncia . Se o modelo
estiver bem ajustado, a média quadratica devida a falta de ajuste reflete apenas os
erros aleatdrios, portanto deve ser aplicado o teste F que relaciona as variancias dos
residuos e das medidas encontradas”’.

A figura 4.8 apresenta as curvas analiticas com seus respectivos residuos e
os modelos de cada composto. Como pode ser observado, nem todos os modelos

apresentados sao lineares.
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Como pode ser observado, todos os compostos apresentam modelos com R2
> 0,999. O teste F para verificagao da falta de ajuste foi calculado, e seus valores

encontram-se na tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Valores calculados para o teste F.

Triazina F carcutado F tabelado
Atrazina 3,00 3,71
Simazina 3,77 6,95
Propazina 4,98 6,59

Com estes valores é possivel afirmar que os compostos ndo possuem falta de

ajuste, e, portanto o modelo apresentado representa bem a reta..

4.3.4.2 Limite de deteccgao (LOD) e Limite de quantificagao (LOQ)

E a menor concentracdo de analito presente na matriz que pode ser
detectada, independentemente do ruido, nas condigbes de ensaio. Pode ser

calculada através da relagao sinal/ruido, conforme a equagéao 3.

3xS,xC,

LOD=—">""—
Hma'x - Hmin

(equacao 3)

Onde:
Sp = desvio padrao da linha base;
Cs = a concentragao do analito;
Hmax = altura maxima do pico

Hmin = altura da linha base.

O limite de quantificacdo é a menor concentragdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exatidao e precisdo. Pode ser calculado da
mesma maneira que o limite de detecgao, porém utilizando a relacéo 10:1 através da

equacao 4.
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LOQ = 10xS,xC, (equagio 4)

Onde:
Sp = desvio padrao da linha base;
Cs = a concentragao do analito;
Hmax = altura maxima do pico

Hmin = altura da linha base.

A Tabela 4.9 apresenta os valores de LOD e LOQ obtidos em padrdes de

atrazina, simazina e propazina.

Tabela 4.9 — Valores de LOD e LOQ para simazina, atrazina e propazina.

Triazinas LOD (ug/L) LOQ (pg/L)
Atrazina 4,80 16,0
Simazina 7,53 251

Propazina 8,53 28,4

Os valores de LOD e LOQ encontrados apesar de serem baixos nao
compreendem o valor de limite maximo permitido segundo a CONAMA para atrazina
e simazina (2 pg/L) em agua doce. Para analise de amostras de agua seria

necessaria entdo uma etapa de pré-concentracido da amostra.
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4.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste capitulo mostraram que foi possivel desenvolver
um método rapido, simples e eficiente, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa para analise simultdnea de atrazina, simazina e
propazina.

As condigdes cromatograficas foram otimizadas através do estudo da melhor
composicao de fase movel. A fase mével ACN/H,O 30/70 (v/v) foi a que permitiu a
melhor separagdo cromatografica, avaliada através da andlise dos parametros
cromatograficos k', a e R.

O comprimento de onda utilizado na determinacdo foi de 221 nm, pois
permitiu uma boa sensibilidade para as triazinas estudadas.

As recuperacgoes obtidas para atrazina e propazina estavam em conformidade
com a faixa de recuperacio aceitavel para amostras ambientais que é de 80-110%,
segundo a norma EC/2002/657°, porém a simazina n3o se comportou como 0s

outros herbicidas, apresentando uma recuperagao de 69%.
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5.1 INTRODUGAO

Neste capitulo foi proposto o desenvolvimento de uma nova metodologia para
separagado de atrazina e derivados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Foram realizados testes com a coluna Zorbax utilizada no capitulo 4, porém
n&o foi obtido resultado satisfatorio, tendo em vista este acontecimento, uma coluna
com um comprimento maior e mesma fase estacionaria foi utilizada na separacéao.

Devido a grande diferenga de polaridade dos compostos analisados, foi
utilizado o cartucho de extragdo Oasis MCX no pré-tratamento das amostras.

Nesta separagao foi utilizado um gradiente de eluicdo com a fase movel
contendo ACN e Tampao fosfato de sédio 5 mmol/L pH 7,2. Apesar do tempo de
analise elevado (70 min), esta metodologia permite a quantificagcdo da atrazina e
seus produtos de degradagao. A relevancia no desenvolvimento deste método é a
identificacdo dos produtos de degradagao de atrazina que podem estar presentes

em aguas, solos ou até biocombustiveis.

5.2 OBJETIVO

e Desenvolver metodologia analitica por meio de cromatografia liquida de alta

eficiéncia para a analise de atrazina e derivados.

e Otimizar metodologia de extracdo em fase sdélida para analise de atrazina e

derivados.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Selecao do comprimento de onda de maxima absorvancia para analise de

atrazina e derivados.

Para a determinagdo do comprimento de onda de maxima absorvancia dos
compostos foram realizadas duas varredura de 190 a 300 nm. Uma varredura foi
realizada solubilizando os compostos em acetonitila e outra varredura foi realizada
solubilizando os compostos em tampéo fosfato 5 mmol/L pH 7,28.

Como a determinacdo de atrazina e derivados € mais complexa que
separacido de atrazina, simazina e propazina, pois possui compostos com
polaridades muito diferentes, foi necessario utilizar eluigdo por gradiente. Como os
solventes para eluicdo escolhidos foram acetonitrila e tampdo fosfato de sodio
5mmol/L pH 7,2; a determinagdo do comprimento de onda de maxima absorvancia
também foi determinada nestes solventes.

As figura 5.1 e 5.2 apresentam os espectros UV-Vis de cada composto.
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Figura 5.1- Espectros na regido do UV dos padrbes de atrazina e derivados. As varreduras foram

realizadas com 0,150 ymol/L de cada padrao solubilizados em tampéao fosfato de sdédio.
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Figura 5.2- Espectros na regido do UV dos padrbes de atrazina e derivados. As varreduras foram

realizadas com 0,150 umol/L de cada padrao solubilizados em acetonitrila.
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De acordo com os resultados apresentados nas figuras 5.1 e 5.2, os
comprimentos de onda 221 e 230 foram selecionados para as analises por CLAE e
EC.

5.3.2 Desenvolvimento de metodologia para determinacao de atrazina e
derivados por CLAE

Para a determinacdo de atrazina e derivados por CLAE, foi testado
inicialmente a mesma coluna analitica que foi utilizada na separacao de atrazina
simazina e propazina, a coluna Zorbax 300 SB. Como estes compostos possuem
caracteristicas muito diferentes entre si, foi testado um gradiente de eluicdo e néo
uma eluicdo no modo isocratico.

O primeiro gradiente de eluicdo testado para a separagdo de atrazina e
derivados foi um gradiente de eluigéo linear com tampéo fosfato 5 mmol/L pH 7,2 por
60 min de 2-90% de ACN com fluxo de 1 mL/min encontrado na literatura na
separacdo de atrazina e alguns produtos de degradacéo’. A figura 5.3 apresenta o
cromatograma de uma mistura de atrazina e derivados. Como pode ser observado,

nao se pode afirmar nada a respeito da separacdo dos compostos.

200 mAu

]

0 10 20 30 40 50 60 70
minutos
Figura 5.3 - Cromatograma da separacdo de uma mistura de atrazina e derivados por CLAE

utilizando a coluna Zorbax 300SB com gradiente de elui¢ao linear 2-90% de ACN.
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Buscou-se na literatura outros gradientes de eluigdo que realizassem a
separagcao de atrazina e derivados. Para esta mistura de padrbes proposta em
nosso trabalho nenhum artigo de separag¢ao por CLAE foi encontrado.

Encontrou-se um trabalho que realizava a separacao de DIA, DEAHA, e
atrazina utilizando uma coluna C8 e como fase mével ACN/H,O (pH 7), neste
trabalho os autores utilizaram um gradiente de eluicdo iniciando com 85% de
tampao®. Em virtude deste trabalho, resolveu-se iniciar a separacdo com 90% de
tampéao na fase mével. Nao foi obtido nenhum resultado satisfatério. A partir dai foi-
se aumentando a porcentagem inicial de tampao até que chegasse a 100% de
tampao na fase mével como proporgao inicial. Um gradiente linear foi testado de
100% a 30% de tamp&o em 60 minutos com 10 minutos de estabilizagdo a fase
movel inicial, totalizando em uma corrida de 70 minutos. Este gradiente nao
apresentou uma boa separagédo, porém pode-se observar alguns picos. Outros
testes com fase moével segmentada foram testadas até que se chegasse ao
gradiente de eluigdo que separasse todas as triazinas. A tabela 5.1 apresenta o

gradiente de eluicdo utilizado na separagéo.

Tabela 5.1 - Gradiente de eluicdo para separacao de atrazina e derivados com a coluna shimpack,

volume de inje¢do de 20 L, fluxo de 1 mL/min e detecgcéo a 221 nm.

Tempo (minutos) Acetonitrila (%) Tampao fosfato de sédio (%)

0-15 0-10 100 - 90
15 -45 10-70 90 - 30
45 - 60 70-0 30-100
60 - 70 0 100

A figura 5.4 apresenta a separagdo de atrazina e derivados através do

método gradiente descrito na tabela 5.1.
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Figura 5.4 - Cromatograma de uma mistura de padrées de atrazina e derivados utilizando a coluna
Shimpack, volume de inje¢cdo de 20 pL, fluxo de 1 mL/min, deteccao a 221 nm com as condi¢des de
eluicdo da tabela 5.1. Onde 1- DIHA; 2-DEDIA; 3-DEHA; 4-DIA; 5-HA; 6-DEA e 7-atrazina na

concentracdo de 30 mg/L cada analito.

Estudos demonstram que o uso de tamp&o n&o influencia na ordem de
eluicdo, pois os compostos s6 estardo protonados em pH < 1,5, porém proporciona
uma melhora na simetria dos picos. A ordem de eluicdo esta diretamente
relacionada a polaridade dos compostos. No inicio da separagdo os compostos mais
polares eluem com maior facilidade, devido ao fato de se iniciar a analise com uma
alta proporcao do solvente mais polar. Conforme a polaridade é diminuida com o
aumento da proporcao de ACN, os outros compostos sao eluidos.

O efeito indutivo —I mais forte do ion OH™ na posi¢cédo 2 que o ion CI', gera um
aumento na densidade de carga no anel da triazina, em particular no atomo N das
posicdes 1 e 3, fazendo com que a espécie fique mais polar e com menor afinidade
pela fase estacionaria. Porém os radicais C,Hs e C3Hs possuem efeito indutivo +I ,

doando carga para estabilizar o anel. Portanto a ordem de eluicdo n&o pode ser
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explicada somente pelo substituinte do anel na posicdo 2 mas sim por todos os

radicais existentes.

5.3.3 Extracao em fase sélida

Como os compostos possuem polaridades e caracteristicas muito diferentes,
procurou-se na literatura um modo de extrai-los de um meio aquoso sem precisar
passar por varias etapas. Neste contexto, avaliou-se a extracdo em fase solida
utilizando o cartucho Oasis MCX, que foi descrito pelo fabricante como excelente
cartucho para a extragao e recuperagao dos analitos propostos.

Este cartucho possui dois mecanismos de retencdo, o primeiro por troca
ibnica, ou seja, retendo compostos ionizados e o segundo por adsorgao, ja que
possui uma fase reversa (C18) que atrai compostos menos polares.

As etapas de condicionamento e eluicdo do cartucho estdo descritas no
esquema da figura 5.5. Antes de iniciar a etapa de extragcdo, a amostra foi
acidificada com acido cloridrico (pH~1,5). Como pode ser observado, inicialmente
condiciona-se o cartucho com acetonitrila e agua, posteriormente passa-se a
amostra pelo cartucho. Condiciona-se com acido e posteriormente com acetonitrila
este eluato é chamado de solvente de condicionamento. Para a eluicdo, passa-se
acetonitrila com 4% (v/v%) de hidroxido de amoénio, este eluato é chamado de
solvente de extragao.

Por este cartucho ser de troca ibnica, € necessario a adicdo de HCI apds a
adicdo da amostra para ativar os sitios que por ventura nao estejam ligados a
nenhum dos analitos. Ja a segunda adicdo de ACN ¢é para a retirada de qualquer
residuo da amostra que tem ficado adsorvido no cartucho e evitar uma interferéncia

na analise por CLAE.



Capitulo 5 — Desenvolvimento de metodologia para determinagao de atrazina e derivados por CLAE. 100

1- Acetonitrila

2- Agua ultra pura
CONDICIONAMENTO
3- Amostra

4- HC1 0,1 mol/L

5- Acetonitrila

ELUICAO #> Acetonitrila (4% NH4OH)

Figura 5.5 - Procedimento de extragdo em fase sdlida utilizando o cartucho Oasis MCX.

O procedimento de extracao foi realizado conforme descrito pelo fabricante do
cartucho. A unica modificagdo implementada foi a troca do solvente organico de
metanol para acetonitrila. Essa modificacdo foi realizada em virtude de se utilizar
acetonitrila como solvente dos padrdes.

Foi observado que quando as triazinas foram extraidas juntas, os padrbes
hidroxilados (DIHA, DEHA, HA) eram retidos completamente enquanto os outros
padrées ndao possuiam este mesmo perfil. Isto provavelmente ocorre devido ao fato
de ter sido adicionado a amostra antes de ser introduzida no cartucho, acido
cloridrico suficiente para diminuir o pH tornando o meio. Como os compostos que
nao sao hidroxilados possuem um pKa muito baixo, eles podem né&o estar totalmente
protonados e portanto sofrem apenas a acdo de adsorcédo e nao de troca ibnica no
cartucho de extracdo. Portanto ao extrair todos os compostos juntos, foi necessario
que todos estivessem em concentragdes muito baixas, para que fossem retidos
completamente.

Quando as triazinas foram extraidas separadamente a concentragdo de
extracado era maior.

A recuperacdo dos analitos foi calculada com valores de concentragdo dos
analitos do terceiro ponto da curva analitica apds serem passados pelo cartucho de
extragcdo. Como pode ser observado na figura 5.6 o cartucho de extragdo permite o
calculo de recuperagdo para cinco compostos, ja que os dois primeiros picos

coeluem e ndo é possivel calcular a recuperagao.
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O cromatograma da figura 5.6 apresenta o perfil de eluigdo dos compostos no
solvente de extragcdo, ou seja, no eluato e no solvente de condicionamento, todos
solventes utilizados para condicionar o cartucho (ACN, H,O, HCI, amostra). Como
pode ser observado, ocorre a passagem de padrédo de atrazina pelo cartucho
quando a extracdo é realizada com uma mistura de todos os padrdes em uma

concentracao elevada.

10 mAu

10 15 20 25 30 35 40
minutos

condicionamento do cartucho

padrdes apds a extragao

Figura 5.6 - Cromatograma de uma mistura de atrazina e derivados com os solventes de

condicionamento e o solvente de eluigdo com os padroes.

Este resultado demonstra que a etapa de extracdo € uma das mais

importantes, ja que as quantidades encontradas nas amostras nao sao elevadas.

5.3.4 Avaliagao da separagao cromatografica

Assim como no capitulo 4, para avaliar a separagado cromatografica, alguns

parametros, como tempo de retengao ajustado (t'r), fator de retencéo (k), resolugao
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(R) e retencao relativa (a) foram empregados. Eles foram calculados a partir de
valores extraidos dos cromatogramas.

A tabela 5.2 apresenta os valores de tg, k’, R e a para a separagao da mistura
de atrazina e derivados no terceiro ponto da curva analitica, utilizando as condi¢coes
cromatograficas da tabela 5.1 com a coluna Shimpack C18, com um fluxo de 1

mL/min.

Tabela 5.2- Parametros cromatograficos obtidos para a separagdo de atrazina e derivados utilizando
a coluna shimpack C18 (250 x 4,6 mm, 4,6 ym ), com fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢do de 20 L,

deteccao de 221 nm, e condicdes de eluicdo da tabela 5.1.

Triazina t'r K’ R a N/m
DIHA' 11,22 3,56 0,67 (R12) 1,06 (ay2) 1,1x10°
DEDIA? 11,90 3,78 3,75 (Rz3) 1,32 (ap3)  2,6x10°
DEHA® 15,68 4,98 9,05 (Rs4) 1,54 (a34)  1,2x10°
DIA* 24,10 7,65 4,25 (Ry5) 1,13 (as5)  9,8x10°
HA® 27,20 8,63 1,53 (Rss) 1,04 (asg)  7,0x10°
DEAS® 28,25 897 1149(Rs;) 1,34 (as;)  5,5x10°
A’ 37,73 11,98 2,6 x 10°

ty= 3,150 min.

N/m= numeros de patros tedricos por metro.

Os valores encontrados para avaliar a eficiéncia da separagao cromatografica
foram satisfatérios, uma vez que estdo quase todos em concorddncia com os
valores encontrados na literatura como valores ideais.

Os valores dos fatores de retencido obtidos encontram-se na faixa de 1 < k<
20, os compostos ndo foram fracamente retidos ou demasiamente retidos na coluna.

Para retencao relativa apenas um composto nao se encontra dentro do valor
desejado para uma excelente separagdo, o composto HA possui o valor de 1,04.

A resolucédo dos compostos foi calculada, e pode-se observar que apenas os
dois primeiros compostos eluidos ndo estdo bem separados, pois possuem um valor
de resolucao de 0,67, ja os compostos HA e DEA que possuiram um valor abaixo do

esperado para a, possui um valor de 1,53 na resolucgao.
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5.3.5 Avaliagdo da metodologia

5.3.5.1 Curva analitica

A figura 5.7 apresenta as curvas analiticas e os modelos ajustados de cada
composto. Como pode ser observado, nem todos os modelos apresentados sao
lineares.

Como pode ser observado para dois compostos (DIHA e DEDIA) os modelos
nao sao lineares e sim quadraticos. Os graficos de residuos demonstram que todos
os compostos apresentam homocedasticidade, ou seja, apresentam uma
distribuicao aleatéria e ndo tendenciosa dos valores dos residuos, que sao a
diferengca entre os valores encontrados e os valores calculados (pelo modelo) de

concentracido de cada analito.
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O teste F para os compostos com modelos lineares, portanto dois graus de
liberdade, apresentam comoO Figpelado 39 = 3,86, ja para os compostos que
apresentam modelos quadraticos o valor de Fiapelado 2,0 =4,26 . Os valores de Fcaiculado

para cada composto esta descrito na tabela 5.3.

Tabela 5.3- Valores de F para as curvas analiticas de atrazina e derivados.

Composto F calculado Ftabelado

DEDIA 1,94 3,86
DIA 2,14 3,86
HA 0,55 3,86
DEA 1,31 3,86

A 0,65 3,86
DIHA 1,00 4,26
DEHA 0,91 4,26

Os valores de F estdo todos abaixo dos valores tabelados, portanto ndo ha
evidéncias de falta de ajuste para nenhum dos modelos descritos no intervalo de
confianca de 95%.

Nenhum dos modelos apresentam R? >0,999, porém os graficos de residuos e
o teste F para falta de ajuste através de andlise de varidncia comprovam que 0s

modelos ajustados descrevem bem a curva analitica.

5.3.5.2 Limite de deteccao (LOD) e Limite de quantificagado (LOQ)

O calculo do limite de deteccédo e limite de quantificacdo foi realizado de
acordo com as equacodes descritas no capitulo 4 item 4.3.4.2.
A tabela 5.4 apresenta os valores de LOD e LOQ calculados para a atrazina e

seus produtos de degradagéo.
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Tabela 5.4 — Valores calculados para LOD e LOQ dos padrdes de atrazina e derivados.

Triazinas LOD (ug/L) LOQ (pg/L)
DIHA 287 956
DEDIA 270 901
DEHA 274 914
DIA 85 283
HA 44 146
DEA 89 298
A 86 285

Os valores calculados para os limites de deteccdo e quantificagcdo sao
elevados tendo em vistas que as amostras que contem este herbicidas sdo amostras
ambientais. Para a atrazina o valor maximo permite para agua doce é 2 ug/L, ou
seja, 43 vezes menor que o limite de detec¢do encontrado. Para que seja possivel

uma analise de uma amostra real, seria necessaria uma etapa de pré-concentragao.

5.3.5.3 Recuperagao

Pelos cromatogramas obtidos apds a extragcdo, ndo € possivel observar os
dois primeiros picos (DIHA e DEDIA), o terceiro pico apresenta-se alargado. A tabela

5.5 apresenta os valores obtidos para recuperacgao.

Tabela 5.5 — Valores calculados de recuperacdo apds a extragdo da atrazina e derivados com
cartucho Oasis MCX.

Triazina Recuperagao (%)
DIHA -
DEDIA -
DEHA -
DIA 91
HA 99
DEA 90

A 82
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Os valores obtidos coincidem com o observado na figura 5.6. Os trés
primeiros picos ndo apresentam um perfil desejado, nao sendo possivel portanto
calcular a recuperacdo . Os outros compostos apresentam recuperagcdo dentro do
limite para recuperacdo de amostras ambientais segundo a norma EC/2002/657°

que varia de 80 a 110%.

5.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste capitulo mostraram que foi possivel desenvolver
um método eficiente utilizando cromatografia liquida de rapida eficiéncia em fase
reversa para analise simultanea de atrazina e DEA, DIA, HA, DEDIA, DEHA e DIHA.

As condigdes cromatograficas foram baseadas em estudos encontrados na
literatura, e as melhores condi¢cdes determinadas no presente estudo foi uma fase
movel contendo ACN/Tampéo fosfato pH 7,2 5 mmol/L. Foi utilizado um gradiente
segmentado devido a diferengca de polaridade dos compostos. A separagao
cromatografica foi avaliada através da analise dos parametros cromatograficos k’, a
eR.

A extracao foi realizada com um cartucho de modo misto, pois possui dois
modos de retencdo o que permite a extragcdo de todos os compostos. Apesar de
todos os compostos serem extraidos nem todos os compostos podem ser
quantificados. A DIHA, DEDIA e DEHA nao possuem um bom perfil de eluicdo apds

a extracdo, ndo sendo possivel calcular a recuperagéo.
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6.1 INTRODUGCAO

Neste capitulo foi proposto o desenvolvimento de uma nova metodologia para
separacao de atrazina e derivados por eletroforese capilar. Foi utilizada a
eletroforese capilar em meio ndo aquoso, ja que os pKas do compostos analisados
sdo muito baixos e proximos. Um sistema de eletrolito simples foi utilizado, com a
mistura de dois solventes organicos, apresentado um curto tempo de analise (~ 9
min). A relevancia em se desenvolver o método € utiliza-lo como screening em
reacoes de degradacgao da atrazina, em conjunto com a analise por CLAE, tendo em
vista que esta é uma técnica que possui um longo tempo de analise.

A figura 6.1 apresenta as estruturas e os valores de pkas das triazinas

estudadas.
a OH
/k DEA )\ DEHA
NZ >N pKa 1,3 N~ IN pKa 4,75
| \
N\
HN NJ\”{ H,NT ON N{
Cl OH o]
HA PY
N7 N N)\N pKa 5,15 N~ IN DEDIA
NS S S, RS
~_-N N N\< \/H N H\< H,N N NH,
H H
ATRAZINA
pKa 1,68
I 4
DIA
N“ "N pKa 1,3 N)\N DIHA
- J\ - J\ pKa 4,65
\/H N NH2 \/H N NH2

Figura 6.1 - Principais produtos de degradacao da atrazina e seus respectivos pKa

6.2 OBJETIVO

e Desenvolver metodologia analitica por meio de eletroforese capilar para a

determinacao de atrazina e derivados.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Desenvolvimento de metodologia para determinacdao de atrazina e

derivados por EC

O fato dos compostos possuirem valores de pKa muito baixos, foram
decisivos na escolha do eletrélito de corrida. Na literatura foram encontrados alguns
trabalhos que realizavam a separacéo de atrazina e alguns derivados por MEKC'™.
Nestes trabalhos, ndo era realizada a separacdo dos compostos propostos em
nosso trabalho. Um trabalho encontrado descrevia o uso de NACE na separacéo de
compostos com baixo pKa’'. Resolveu-se entdo testar o tampao Tris-HCI, que é um
tampao simples e muito utilizado em eletroforese capilar, pois possui um pH ~ 8 em
uma mistura de solventes organicos na separagdo. Neste artigo, os autores
discutem que ha mudancga nas caracteristicas acido-base dos compostos, formando
espécies protonadas que sdo suscetiveis a migragcdo quando submetidas a um
campo elétrico.

Os solventes orgénicos utilizados na separagao foram MeOH e ACN, ja que
os compostos sdo soluveis nestes dois solventes. A tabela 6.1 apresenta as
proporcdes dos solventes utilizadas para a solubilizacdo do tampao Tris-HCI na

separacgao de atrazina e derivados por EC.

Tabela 6.1- Porcentagem de solvente organico utilizado em cada experimento.

Experimento Acetonitrila (%) Metanol (%)
1 100 0
2 75 25
3 50 50
4 25 75
5 0 100

O primeiro experimento apresentado n&o foi realizado, pois a ACN nao
solubilizou o tampdo Tris-HCI. Em todos os outros experimentos solubilizou-se

primeiro o tampao em MeOH e posteriormente adicionou-se a ACN.
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A figura 6.2 apresenta os eletroferogramas de uma mistura de atrazina e seus
derivados. Como pode ser observado, os experimentos 2, 4 e 5 apresentam muito

ruido na linha base.

1 mAU
+—>
1 mAU
+—>

min min

min

Figura 6.2- Eletroferogramas da mistura de: atrazina e derivados. Utilizando eletrélito: 100 mmol/L
tampéao Tris/HCI em ACN/MeOH (A) 0/100 (B) 25/75 e (C) 75/25 % (v/v), com comprimento total do
capilar: 48,5 cm (comprimento efetivo: 40 cm), Ji: 75 um, 25 °C, + 20 kV, 50mbar / 1s e detecgcédo em
221 nm.

Os resultados para o experimento 3 (50/50 % (v/v) de ACN/MeOH) foram os
melhores resultados obtidos pois apesar da coeluicdo de algumas triazinas,é o que
possui 0 menor ruido na linha base. A figura 6.3 apresenta a separagéo de atrazina
e derivados com este eletrélito. Nestas condigdes, s6 € possivel visualizar 5 picos,

isso ocorre devido a coelui¢cado de trés picos (HA + DEHA + DEDIA). Esta coeluigao
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impossibilita a quantificagdo dos trés compostos, porém permite supor a existéncia

de um dos trés picos na analise.

DIA A DEA
HA

A
=) HA+DEHA
< DIA A DEA
g
< DIHA

v

HA+DEHA+DEDIA DEA
DIA A
DIHA
6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0
minutos

Figura 6.3- Eletroferogramas da mistura de padrdes: (A) HA, DIA, A e DEA; (B) DIHA, HA, DEHA,
DIA, A e DEA e (C) DIHA, HA, DEHA, DEDIA, DIA, A e DEA. Utilizando eletrélito: 100 mmol/L tampao
Tris/HClI em ACN/MeOH 50/50, comprimento total do capilar: 48,5 cm (comprimento efetivo: 40 cm),
d.i: 75 ym, 25 °C, + 20 kV, 50mbar / 1s e detecgdo em 221 nm.

Apesar da coeluicao dos picos, a probabilidade de se encontrar em amostras
reais todos os compostos juntos € muito pequena. Os compostos geralmente
encontrados nas degradagdes da atrazina sdo os compostos DEA, DIA e HA. Para
estes compostos a metodologia desenvolvida se comporta bem, pois ndo ha

coeluicao.
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Uma grande vantagem da analise de atrazina e derivados por EC é que a

técnica permite a analise em um curto intervalo de tempo.

6.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste capitulo mostraram é necessario uma otimizagao
da metodologia desenvolvida para a analise de atrazina e derivados por EC, pois
existe a coeluicao de trés compostos.

Mesmo havendo coeluigdo a analise por EC pode ser utilizada como um
screening das reacgdes de degradagao de atrazina, para analise por CLAE, devido ao

curto de tempo de analise e ao simples eletrdlito utilizado.
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7.1 INTRODUGCAO

A degradacgédo da atrazina pelo fungo Pleurotus ostreatus, foi avaliada através
da extragédo do produto de degradacgao formado, DEA e a analise destes compostos
por CLAE e a confirmacéo foi realizada mediante a utilizagao de CG-MS.

As enzimas HRP e lacase foram testadas na biodegradagdo da atrazina,
porém nao foram obtidos resultados satisfatorios.

A relevancia no desenvolvimento deste método de biodegradagdo é a
aplicacdo em amostras reais, como agua e solo e posterior identificacdo e

quantificagao.

7.2 OBJETIVO

e Desenvolver metodologia para degradacao de atrazina utilizando enzimas ou

microrganismos.

e Utilizar metodologia desenvolvida para extragdo e analise por CLAE para

analise das reagdes de degradagao da atrazina.



Capitulo 7 — Biodegradagéo da atrazina 118

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Reagoes de degradagao da atrazina com a enzima HRP

Varios meios reacionais foram testados para a degradagéo da atrazina com a
enzima HRP, porém nenhum experimento apresentou resultados satisfatorios.

A atividade enzimatica de HRP foi determinada sempre antes de cada
experimento e foi determinada através da reacdo de oxidagdao do 2,4 DCP na
presenca da 4AAP que resulta na formagdo do composto corado
antipirilquinonimina. As reagdes foram realizadas em condi¢cdes de velocidade inicial
e acompanhadas a 510 nm por 90 segundos. A concentragdo do produto
antipirilquinonimina foi calculada através do seu coeficiente de extingao molar a 510
nm € = 18.500 M- 1cm™. Uma unidade de atividade enzimatica correspondeu a
formacédo de 1umol do produto por minuto. A concentracdo da enzima foi expressa
em U/mL. As solugdes de 2,4 DCP, 4-AAP, peroxido de hidrogénio e tampéao fosfato
0,1 mol/L pH 7,0 foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por
Ferreira-Leitéo’.

Foi encontrado na literatura um trabalho de 1991, no qual os autores, apés
adicao de cloreto no meio reacional, mostram a degradagao do herbicida atrazina
com a enzima HRP? Esta metodologia utilizou extracdo liquido-liquido e
cromatografia em camada delgada como técnica analitica de separagéo. De acordo
com os autores, um produto mais polar dealquilado foi formado durante o processo
de degradacao. Eles afirmam que sem a adicdo de um haleto a degradagcédo néao
ocorre.

Buscando-se resultados similares, foi realizado um experimento, no qual as
condigdes reacionais descritas no trabalho acima foram reproduzidas. No entanto,
utilizou-se 0,2 mmol/L de atrazina (solubilizada em metanol e em acetonitrila) e 10
U/mL de HRP, uma vez que a atividade da enzima e o solvente utilizado para
solubilizar o padrédo nao foram descritos.

Os resultados obtidos apés o tempo descrito pelos autores foram
insatisfatorios, visto que n&o foi observado nenhum produto por cromatografia em

camada delgada e nem por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Tempos
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maiores de reagao, em condi¢cdes similares as anteriores, também foram testados
sem sucesso.
Como néo foram obtidos resultados satisfatorios, resolveu-se testar entdo as

reacdes com a enzima lacase.

7.3.2 Reagoes de degradagao da atrazina com a enzima lacase

A atividade enzimatica de lacase foi medida sempre antes de cada
experimento e foi determinada através da reag¢ao de oxidagao do ABTS, que resulta
na formacdao de um composto esverdeado. As reacbes foram realizadas em
condi¢cbes de velocidade inicial e acompanhadas a 420 nm por 90 segundos. A
concentragcao do produto foi calculada através do seu coeficiente de extingao molar
a 420 nm € = 18.000 M- 1cm™. Uma unidade de atividade enzimatica correspondeu a
formacédo de 1umol do produto por minuto. A concentracdo da enzima foi expressa
em U/mL.

Como néo foi obtido nenhum resultado satisfatério na degradacao de atrazina
com a HRP, utilizou-se entdo a enzima lacase.

Novamente nenhum resultado satisfatério foi obtido, pois nenhum produto de

degradacgao da atrazina foi identificado.

7.3.3 Degradacao da atrazina pelo fungo Pleurotus ostreatus

Alguns trabalhos apresentados na literatura descrevem a degradagao da
atrazina por fungos da podridao branca®. Dentre estes fungos os mais utilizados s&o:
Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus pulmonaris >*°.

Em 1994, pesquisadores descreveram a degradacdo de atrazina por
Phanerochaete chrysosporium, a qual produziu quatro metabdlitos identificados
como HA, DEA, DIA e DEHA. Esta degradagado foi realizada por fermentagéo

submersa de modo estatico em um periodo de 16 dias. A caracterizacido das
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enzimas que participaram do processo de degradacgao, no entanto, nao foi realizada
6

Ja na degradagdo da atrazina com o fungo Pleurotus pulmonaris por
fermentagdo submersa sob agitacdo, ndo s6é os metabdlitos foram identificados
(DEA, DIA, DEDIA e desetildeisopropilhidroxiatrazina), como a caracterizagdo das
enzimas que participaram deste processo foi realizada. Esta caracterizagao foi
possivel gragas a adicdo de manganés no meio de cultura, o qual favoreceu a
transformacao de atrazina, além de ser responsavel pelo aumento da atividade das
oxidases e das peroxidases’®.

Em um outro trabalho, pesquisadores estudaram a degradacdo de atrazina
pelo fungo Pleurotus ostreatus por fermentagdo submersa de modo estatico. Eles
avaliaram a porcentagem remanescente de atrazina no meio reacional apos 42 dias
de incubacdo. Entretanto, o metabdlito formado n&o foi identificado nem a
caracterizagdo da enzima responsavel pela degradagado descrita®.

Em nosso trabalho, no qual a degradagdo da atrazina foi realizada com o
Pleurotus ostreatus por cultivo de modo estatico, a agdo do fungo foi observada a
partir do quinto dia de cultivo, pois o0 meio encontrava-se esbranquicado devido a
presenca do micelio.

Na capela de fluxo laminar foi realizado o procedimento de extracédo e
posteriormente o extrato (no proprio solvente de eluicdo (ACN ( 4% NH4OH) foi
analisado no cromatografo liquido com a metodologia descrita na capitulo 5. O
extrato do cultivo apds 5 dias de reagcdo apresentou um pico no mesmo tempo de
retencdo do metabdlito desetilatrazina. Nos dois controles realizados ndo houve a
presenca deste pico.

Apo6s 10 dias de cultivo, o mesmo procedimento para analise por CLAE foi
realizado. Foi obtido o mesmo perfil de eluicdo para a reagdo com cinco dias, porém
foi observado um aumento na area referente a desestilatrazina, formada pela reagao
de degradagao.

Comportamento semelhante foi obtido apds 15 dias de reacédo, indicando a
formagao gradativa deste derivado.

A figura 7.1 apresenta o perfil de eluicdo da atrazina e do composto formado
apos a degradagédo em 5, 10 e 15 dias com seus respectivos controles. No extrato
obtido no 15° dia, foi adicionado, padrao de desetilatrazina, e como pode ser

observado na figura ha um aumento na area do pico formado apés a degradacao,
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indicando a presencga de desetilatrazina. Apesar de nao ter sido feita a quantificagao

do produto formado, foi possivel observar o aumento na area do pico do mesmo ao

longo do tempo.
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Figura 7.1 - Cromatogramas com a degradagéo da atrazina e formagédo de DEA. As condigbes da
analise estdo na tabela 5.1, foi utilizada a coluna Shimpack C18, um volume de injecdo de 20 pL e

detecgdo em 221 nm. (A) 5 dias de incubacéo, (B) 10 dias de incubagao e (C) 15 dias de incubacao.
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A figura 7.2 apresenta o crescimento do fungo no meio contendo atrazina.
Como pode ser observado o crescimento do fungo se da na superficie. Portanto
quanto maior a superficie de contato entre atrazina e o fungo maior sera a

degradacgéo.

Figura 7.2 - Foto do cultivo realizado apés cinco dias de incubagao.

Para confirmar que o metabdlito gerado apds as reagbes com o fungo foi a

desetilatrazina, fez-se a analise do extrato por CG-MS.

7.4 ANALISE DO EXTRATO DE DEGRADAGAO DA ATRAZINA POR CG-MS

A anélise do extrato obtido foi realizada no Laboratério de Quimica Analitica e
Metrologia Quimica, na Divisdo de Quimica Analitica do Instituto Nacional de
Tecnologia.

Os resultados obtidos por CG-MS comprovam que ha a formagao de um pico

no mesmo tempo de retengdo do padrdo, e pode-se dizer que esta resposta
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corresponde a DEA, pois os fragmentos principais formados sdo os mesmos no
espectrdmetro de massas. Isto também pode ser comprovado, pois na literatura
foram encontrados trabalhos que descrevem que o ion molecular da desestilatrazina

é 172 m/z>"°,

7.5 ATIVIDADE ENZIMATICA DA REAGAO DE DEGRADAGAO DA ATRAZINA
COM PLEUROTUS OSTREATUS.

E bem descrito na literatura que o fungo Pleurotus ostreatus produz enzimas
como lacase e manganés peroxidase, mas nao possui atividade para lignina
peroxidase'”.

Por isso, embora testes prévios tenham demonstrado que a enzima lacase
comercial ndo degrada atrazina nas condigdes estudadas, experimentos para a
atividade desta enzima no meio reacional (fungo, solugédo nutritiva e atrazina) e no
controle (fungo e solugao nutritiva) foram realizados.

Os resultados da atividade nos dois meios foram equivalentes, ou seja, muito
préximos. Isto indica que a atividade da lacase nao diminui com a presenca de

atrazina no meio.

7.6 CONCLUSAO

Portanto, pode-se concluir que a utilizacdo do fungo Pleurotus ostreatus na
degradagdo da atrazina mostrou-se bastante interessante, visto que ocorre a
formagao de um de seus metabdlitos principais.

Embora ndo se saiba se uma unica enzima ou um complexo enzimatico sao
0os responsaveis pela degradagado da atrazina, sabe-se que a lacase comercial
proveniente do fungo Aspergilus orizae nao € a capaz de degradar a atrazina. Os
métodos de extragdo e cromatografia liquida se mostraram bastante confiaveis, visto

a extensa complexidade da matriz.
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Embora os testes realizados tenham sido qualitativos, pode-se perceber que
com apenas 15 dias de reacao ja houve a formacao de quantidades significativas do
metabdlito uma vez que a deteccdo por espectrometria de massas ndo é tao
sensivel.

A analise das reagdes por CG-MS confirmou a presenca do metabdlito DEA.
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8.1 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi inicialmente desenvolvida uma metodologia por CLAE para
a determinacdo de atrazina, simazina e propazina em reagdes de degradagao
enzimatica. Trés metodologias de extragdo foram testadas e a que apresentou
melhores resultados foi a extracéo liquido-liquido. A fase moével otimizada consistiu
de ACN/H,0 30/70 (v/v%) de modo isocratico e tempo de analise é de 25 minutos.

Esta metodologia ndo se mostrou eficaz para a separagdo de atrazina e
derivados, portanto uma nova metodologia foi desenvolvida. Esta nova metodologia
consistiu de uma coluna C18 e uma fase movel (ACN/Tampéo fosfato) com eluigéo
por gradiente. O tempo de andlise € elevado (70 minutos), porém uma completa
separagao dos compostos € realizada. A metodologia desenvolvida € promissora
para a analise de atrazina e seus produtos de degradagdo em ensaios de
biodegradagao.

Foi utilizada extracdo em fase sdlida com um cartucho de extracdo Oasis
MCX, que apresentou recuperagao acima de 80% para quatro analitos.

Uma metodologia por EC foi desenvolvida para analise de atrazina e
derivados. Os resultados preliminares obtidos mostram a coeluicdo de trés
compostos e a separagao dos outros quatro compostos em um curto tempo de
analise (9 minutos).

As duas metodologias desenvolvidas para analise de atrazina e derivados
podem ser utilizadas de forma complementar. A metodologia desenvolvida por EC
pode ser utilizada como um screening, pois pode indicar quais 0s possiveis
compostos podem estar sendo formados em um curto intervalo de tempo, além de
nao utilizar grandes quantidades de solventes. Ja a metodologia desenvolvida por
CLAE pode ser aplicada na identificagdo parcial e quantificagcdo dos compostos
formados.

A degradagdo de atrazina pelo fungo Pleurotus ostreatus foi realizada,
apresentando como produto principal de degradacdo o composto DEA. Sendo o
produto detectado por CLAE e confirmado por CG-MS. Nao foi realizado nenhum

estudo quantitativo de degradacgéo.
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8.2 TRABALHOS FUTUROS

v' Otimizagdo da metodologia desenvolvida por HPLC para determinagdo de
atrazina e derivados.

v' Otimizagdo da extracdo em fase solida para determinacdo por HPLC para
atrazina e derivados.

v' Otimizagdo da metodologia desenvolvida por CE para analise de atrazina e
derivados.

v' Otimizagéo das condi¢des de cultivo para degradacéo da atrazina pelo fungo
Pleurotus ostreatus.

v' Determinagdo da atividade das enzimas (lacase, manganés peroxidase) nos

cultivos do fungo Pleurotus ostreatus na presencga de atrazina.
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