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Desenvolvimento e validacao de um método analitico para quantificagao de
atrazina do fipronil e seus produtos de degradagao em amostras de solo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia

Raquel de Oliveira Silva®, Claudia Andrea Lima Cardoso® e Romulo Penna Scorza Jtnior®
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Resumo

O uso de agrotéxicos na agricultura pode ser uma fonte de risco para a satide humana e para o ambiente. Considerando
que o solo é um dos principais destinos desses compostos apds a aplicacio, este estudo apresenta a validagio de um método
analitico para a quantificagdo dos residuos de atrazina, fipronil e seus produtos de degradacdo (desulfinil, sulfeto e sulfona)
em solo, empregando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos (DAD). O método
validado consiste na agitagio por 1h do solo + metanol, centrifugacio por 30 min, seguido de filtracio. O método apresentou
recuperagoes médias para o fipronil, dessulfinil, sulfeto, sulfona e atrazina entre 72 a 110% para ambos os solos, com valores
de coeficiente de variagio inferiores a 13%. Todas as curvas analiticas apresentaram coeficientes de determinagio (R?)
superiores a 0,999. Os limites de quantificacio para o fipronil, dessulfinil, sulfeto e sulfona foram de 4 g g e para a atrazina
de 2 ug g'. O método validado mostrou-se adequado para ser aplicado com sucesso em amostras de solos.

Palavras-chave: agrotéxico, CLAE e solo.

Abstract

The agricultural use of pesticides can be a source of risks for human health and for the environment. Considering that soil
is one of the main final destination of pesticides after application, this study presents the validation of an analytical method
for atrazine, fipronil and its metabolites (desulfinyl, sulfide and sulfone) residues quantification in soil using High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with diode array detector (DAD). The validated method consists in shaking
soil + methanol for one hour, following extract centrifugation for 30 minutes and filtration. The method showed average
recoveries between 79 and 110% for both soils and all pesticides, with variation coefficients below 13%. All analytical
calibration curves showed determination coefficients (R?) higher than 0.999. The quantification limit for fipronil, desulfinyl,
sulfide and sulfone was 4 ug g' and for atrazine 2 ug g-'. The validated method showed adequate to be used with success in
soil samples.

Keywords: Pesticide, HPLC, soil.
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1 Introdugao

uso de agrotoxicos na agricultura tem
Osido apontado como fonte de risco para a

saide humana e para o ambiente. Para
avaliar e confirmar estes riscos é necessario o
desenvolvimento de  métodos  analiticos
confidveis, com objetivo de identificacdo e
quantificagdo dos agrotoxicos em diferentes
matrizes, permitindo seu monitoramento.
Andlises de agrotdxicos apresentam elevado
custo e consomem muito tempo (SPADOTTO et
al., 2004). Considerando o grande ndmero de
agrotoxicos, bem como seus produtos de
degradacao, ha necessidade do desenvolvimento
de métodos confiaveis e rapidos.

O desenvolvimento e adaptagao de
métodos  analiticos para identificacdo e
quantificagdo de residuos de agrotdxicos no solo
apresentam dificuldades
analises desses residuos em matrizes solidas, sua
complexidade, tempo de extragdo e a quantidade
utilizada de solventes (ANDREU & PICO, 2004).

Estudos com o objetivo de validagao de
métodos analiticos para extracdo simultanea de
compostos sao importantes ja que em um unico

que envolvem as

sistema de produgao agricola, numa mesma
safra, pode ocorrer a aplicagdo de varios
agrotoxicos. Além disso, um método deve ser
robusto para a extragao desses residuos em solos
com diferentes teores de matéria organica (MO),
principal ~ responsavel pela sor¢ao  dos
agrotdxicos nao ionizaveis em solos. O maior
teor de MO no solo pode promover aumento da
sor¢do dos agrotoxicos e seus metabolitos,
podendo influenciar na sua extracao (PERES et
al., 2002). Os agrotoxicos selecionados nesse
estudo (fipronil e atrazina) sdo de grande
importancia e bastante utilizados na cultura da
cana-de-ag¢ucar em Mato Grosso do Sul.

O inseticida fipronil (5-amino-[2,6dicloro-4-
(trifluorometil) fenil]-4-trifluorometil-sulfinil-1H-
pirazol-3carbonitrila) (Figura 1) tém sido
comumente usado para o controle de insetos-
praga na cultura da cana-de-agucar, sendo
aplicado no solo e/ou na parte aérea das plantas
(MAPA, 2015). E um inseticida que pertence a
classe  dos baixa

fenilpirazdis,  possui

solubilidade em 4gua (2,4 mg L' em pH 5),
coeficiente de sorgao (Koc) igual a 803 mL g e o
log Kow igual a 4,01. Assim, o fipronil apresenta
um carater hidrofébico com baixo potencial de
lixiviagdo e forte adsor¢do no solo e em
sedimentos (BARCELO, 1997, BASF, 2015). O
fipronil possui alta toxicidade para aves e
moderada para mamiferos de pequeno porte.
Durante a degradagao podem formar-se quatro
produtos, a saber: amida por hidrolise,
dessulfinil por fotdlise, sulfeto por reducao e
sulfona por oxidagio (Figura 1) (BOBE et al.,
1998). A importancia de incluir os produtos de
degradacgao do fipronil nesse estudo surge por
eles serem igualmente ou mais toxicos que o
proprio fipronil (Pesticide Action Network-UK
(PAN) 2000), por exemplo, o dessulfinil, que é 10
vezes mais toxico a mamiferos que o fipronil
(USEPA, 1996).
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Figura 1: Estruturas quimicas do fipronil e seus
produtos de degradacdo amida, dessulfinil,
sulfeto e sulfona.

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-
isopropilamino-s-triazina) (Figura 2) pertence a
familia das triazinas e destaca-se como herbicida
seletivo com aplicacdo recomendada em pré e
pos-emergéncia para o controle de plantas
daninhas nas culturas de cana-de-ag¢tcar, milho,
sorgo, pinus, seringueira e abacaxi (AGROFIT,
2003). A atrazina tem sido frequentemente



detectada como o principal poluente organico de
aguas subterraneas e superficiais em varios
paises (MARTINAZZO et al., 2011). E soltivel em
agua (solubilidade igual a 33 mg L), possui
coeficiente de sor¢ao (Koc) entre 0,4 e 4,5 L kg'e
log Kow igual a 2,34 (MONTGOMERY, 1997) é
um composto com alta mobilidade no solo e,
portanto, alto potencial para contaminacdo de
aguas subterraneas (ARIAS-ESTEVEZ et al,
2008, MARTINAZZO et al., 2011), além de ser
considerado  potencialmente cancerigeno e
desregulador hormonal para aves, peixes e ratos
(HAYES et al., 2011).

Cl
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Figura 2. Estrutura quimica da atrazina.

O objetivo deste estudo foi desenvolver e
um método para a quantificagao
simultdnea por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) de residuos dos agrotdxicos
atrazina, fipronil e seus produtos de degradagao
em dois tipos de solo utilizados para cultivo da
cana-de-agucar em Mato Grosso do Sul.

validar

2 Material e métodos

Os padrdes dos agrotoxicos utilizados
foram doados pela BASF e adquiridos da Dr.
Ehrenstorfer (Alemanha) com pureza superior a
97%. As solugbes-estoque dos agrotoxicos
atrazina, fipronil e seus produtos de degradagao
(dessulfinil, sulfeto e sulfona) foram preparados
na concentracdo de 1 mg mL? em acetona grau
HPLC e armazenadas a -20 °C. Para identificacdao
e quantificagdo dos agrotoxicos foi utilizado um
CLAE, modelo Varian 920-LC, equipado com
uma coluna de fase reversa C-18 Polaris (25 cm x
4,6 mm x 5 pm), pré-coluna C-18 Polaris (2,5 cm
x 4,6 mm x 5 um) e detector de arranjo de diodos
(DAD).

No desenvolvimento da metodologia
foram otimizadas as seguintes condig¢des
cromatograficas: fase moével composta pela
mistura metanol, dgua e acetonitrila (60:30:10,
v/v), sendo metanol e acetonitrila grau HPLC
(J.T. Baker, EUA), e dgua ultrapura obtida pelo
sistema da Gehaka (Brasil) com resistividade de
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18 m Q) cm, em modo de eluigdo isocratico (1 mL
min?), temperatura do forno da coluna de 40 °C
com e volume de injegdo de 20 pL em pH 7.
Todos os agrotdxicos estudados absorvem em
220 nm, comprimento de onda no qual foram
determinados simultaneamente. A fase movel,
preparada  diariamente, foi
membrana de 0,45 um (Millipore, USA) antes do

filtrada em

uso e desgaseificada em ultrassom por 30
minutos. Nessas condi¢des os tempos de
retencao foram de 6,43; 11,81; 12,88; 14,55 e 16,55
mim para atrazina, dessulfenil, fipronil, sulfeto e
sulfona, respectivamente. Esta metodologia
analitica foi validada de acordo os parametros de
seletividade, linearidade, limite de deteccao,
limite de quantificagao, exatidao e precisao.

A seletividade foi avaliada empregando
analises das amostras sem adigdo dos padrdes
(amostras testemunha). Para determinagdao da
linearidade foram preparadas solugdes padrao a
partir das solugdes-estoque por diluicio em
metanol grau HPLC nas concentracdes de 1,0;
2,0; 50; 10,0 e 20,0 ug mL'! para fipronil,
dessulfinil, sulfeto e sulfona e de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0
e 10,0 ug mL"! para atrazina, a equagdo da reta e
os coeficientes de determinacao (R?) foram
obtidos para cada agrotdxico estudado. Os
limites de detec¢do (LD) e limites de
quantificacdo  (LQ) do método  foram
determinados pelo procedimento de THIER &
ZEUMER (1987), considerando o menor nivel de
fortificagdo. A exatiddao do método foi avaliada
mediante estudos de recuperagao das amostras
de solo fortificadas e nao fortificadas
(testemunha) (n=3). A precisdo foi obtida pelo
coeficiente de variacao do ensaio de recuperacao.

Amostras de solo na profundidade de 0-
10 cm foram coletadas nos campos experimentais
da Embrapa Agropecudria Oeste em Dourados-
MS (22916'29" S e 54°48'51" W), classificado como
Latossolo Vermelho Distroférrico tipico de
textura argilosa (LVdf) e em Ponta Pora-MS
(22933'06" S e 53°38'37" W), classificado como
Latossolo Vermelho Distréfico tipico de textura
média (LVd) (SANTOS et al., 2006). As amostras
foram secas a sombra, destorroadas, peneiradas
em malha de 2 mm e homogeneizadas. Os
atributos fisico-quimicos de ambos os solos estao
apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Atributos quimicos e fisicos do Latossolo Vermelho Distroférrico tipico de textura argilosa -
LVdf e do Latossolo Vermelho Distroéfico tipico de textura média - LVd.

Prof. M.O. Areia Argila pH o
Solo

(cm) (gkg? (gkg?) (gkg?) (CaCl») (g cm 3)
Lvdf 0-10 33,4 245 630 48 1,21
Lvd 0-10 17,5 743 213 4,9 1,46

M.O.: Matéria organica; o: densidade do solo

O procedimento empregado para
valida¢do do método consistiu na fortificagao das
amostras com adi¢do das solugdes dos padroes
dos agrotéxicos em 10 g de solo seco. Para
extragdo, adicionou-se 40 mL de metanol P.A
ACS ISO (Vetec Brasil) e posteriormente agitou-
se durante 1 hora, deixando-se decantar por 1
hora. Aliquotas de 10 mL foram retiradas e
colocadas em ultracentrifuga a 4000 rpm durante
20 minutos, sendo filtradas em seguida
filtro de seringa de celulose
regenerada 0,45 um. Todas as amostras foram

utilizando

armazenadas a -20 °C até o momento da injecado
por CLAE. Os niveis de recuperagao avaliados
foram de 0,5; 2 e 10 ug mL"! para atrazinae 1; 5 e
20 ug mL? para fipronil e seus produtos de
degradacao. Os analitos foram determinados por
CLAE/DAD e a quantificagdo realizada pela
comparacao das areas dos picos nas amostras
com a curva de calibragdao obtida com as inje¢des
dos padroes analiticos.

3 Resultados e discussao

A identificagdo do fipronil e seus
produtos de degradacao (dessulfinil, sulfeto,
sulfona) e atrazina foi realizada empregando o
detector de arranjo de diodos com base nos
espectros de absor¢do molecular e no
comprimento de onda de mdaxima absor¢ao
(Améx), sendo de 210 nm para fipronil, dessulfinil,
sulfeto e sulfona e de 220 nm para a atrazina
(Figura 3). O comprimento de onda escolhido
para execugao das andlises foi o de 220 nm, pois
em 210 nm aparecem alguns interferentes
oriundos dos proprios solventes utilizados como,
por exemplo, metanol e acetonitrila.

604 — Atrazina
Fipronil
— Dessulfinil
— Sulfeto
Sulfona

504

404

30

204

Absorvancia (Au)

104

T T T T T T T T 1
2 240 260 280 300
Comprimento de onda (nm)

Figura 3. Espectro de absor¢do da analise por
CLAE-DAD da solugdo de fipronil, dessulfinil,
sulfeto, sulfona e atrazina na concentracdo de 5,0
pg mL" em metanol.

Nao se observou a presenca de
interferentes nos tempos de retencao dos
agrotoxicos estudados, nos cromatogramas das
amostras testemunha (branco) em ambos os
solos (Figura 4). Isso mostra a seletividade do
método desenvolvido para determinacao e
quantificacdo dos agrotdxicos avaliados. Os
picos da atrazina e do fipronil e seus produtos de
degradacao (dessulfinil, sulfeto e sulfona),
mostrados na Figura 4,
resolucao

apresentaram boa
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Figura 4. Cromatogramas das amostras testemunha (branco): Latossolo Vermelho Distrdfico tipico de
textura média - LVd (a) e Latossolo Vermelho Distroférrico tipico de textura argilosa - LVdf (b),
padrdes analiticos de atrazina (10 pg mL?) e fipronil e seus produtos de degradacao (20 ug mL").

O método do padrao externo foi
utilizado para a construgdo das curvas analitica,
obtendo-se coeficiente de determinacgdo (R?)
superiores a 0,9997 (Tabela 2), obtidos nas faixas
lineares de 0,5 a 10 pg mL- para atrazina, e de 1
a 20 pug mL? para fipronil e seus produtos de
degradacdo (desulfinil, sulfeto e sulfona), o que
mostra um bom resultado baseado nos valores
de referéncia utilizados, o INMETRO (2010)
recomenda valores de R? maiores que 0,90 e a
ANVISA (2003) igual a 0,99. A partir da
regressao linear obteve-se a equagado da reta: y=a
+ bx, onde (y) corresponde a area do pico, (a)
coeficiente linear, (b) coeficiente angular e (x)
concentracgao do analito (Tabela 2).

Os limites de detecgao foram de 0,66 ug
g para atrazina e de 1,32 ug g para fipronil e
seus produtos de degradagdo (Tabela 2). Os
limites de quantificagao apresentaram valores de
4 ug g' para o fipronil e seus produtos de
degradacao e de 2 ug g para atrazina (Tabela 2),
com coeficientes de variacdo menores que 5%
para todas as concentracOes. A integracao foi

feita manualmente pico a pico, considerando a
area do pico para quantificagdo (DYSON, 1998).

O método analitico torna-se eficiente em
analise de residuos de agrotoxicos, quando se
encontram percentuais de recuperagdes na faixa
de 70 a 120%, e é considerado preciso quando o
coeficiente de variagdo para as amostras € menor
que 20% (RIBANI et al., 2004). Assim, pode-se
concluir que o método testado para extragao dos
agrotdxicos no solo apresentou uma boa
recuperacao, com valores entre 79 e 93% para
atrazina, 96 e 106% para o dessulfinil, 72 e 99%
para o fipronil, 86 e 110% para o sulfeto e 79 a
110% para sulfona (Tabela 3). Os valores de
coeficiente de variagdo foram menores que 13%
(Tabela 3). A exatiddo (72-110%) e a precisdo
(<13%) do método foram consideradas
satisfatdrias para a recuperacao dos agrotoxicos
estudados nos trés niveis de fortificacao
analisados.



Tabela 2. Parametros analiticos de validacao do método.

TR Faixa linear LQ LQ Inclinagao
Agrotoxicos R?
(min) (ug mL") (ug g" (ug g" y=a+bx

Atrazina 6,43 0,5-10,0 0,9998 0,66 2,0 y= 5,83493.103+ 2,47839x
Dessulfinil 11,81 1,0-20,0 0,9997 1,32 4,0 y=-0,14689 + 0,80907x
Fipronil 12,88 1,0-20,0 0,9999 1,32 4,0 y=0,02609 + 0,72880x
Sulfeto 14,55 1,0-20,0 0,9997 1,32 4,0 y=0,07760 + 0,86472x
Sulfona 16,55 1,0-20,0 0,9999 1,32 4,0 y=-0,04510 +0,77028x

TR=Tempo de retencdo; LD = limite de detec¢do do método; LQ = limite de quantificacdo do método
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Tabela 3. Percentuais de recuperacao e seus coeficientes de variagao em trés niveis de fortificagao para
atrazina, fipronil e seus produtos de degradacao em dois solos de Mato Grosso do Sul (Latossolo
Vermelho distroférrico tipico de textura argilosa - LVdf e Latossolo Vermelho Distrdfico tipico de

textura média - LVd.

Tipos de solo
Niveis
Lvdf Lvd
Agrotoxicos de fortificagao
Recuperagao Recuperacao
(ug mL1) CV (%) CV (%)
(%) (%)

0,5 79+2,6 57 87+£2,0 4,1

Atrazina 2,0 87 +4,1 81 93+3,4 6,4
10,0 81+1,4 3,1 77+2,3 5,2

1,0 106 +1,2 1,9 96 +5,3 9,5

Dessulfinil 5,0 102 +2,3 3,9 103 +0,8 1,4
20,0 96+0,9 1,6 97+0,7 1,3

1,0 84 +4,9 10,0 72+1,7 4,0

Fipronil 5,0 99+4,5 7,9 92+7,0 13
20,0 81+2,0 2,0 79+1,4 3,2
1,0 96 +0,2 0,3 86 +5,2 10,5

Sulfeto 5,0 110+2,2 3,6 105+0 0
20,0 96+0,9 1,6 97+0,7 1,3

1,0 79+1,4 3,2 110+ 3,1 4,9
Sulfona 5,0 99+1,6 2,8 87+59 11,8
20,0 9% +1,1 19 99+0,6 1,1

Média * erro padrao, (n=3)
agrotdxicos fipronil e seus produtos de

A exatidao também pode ser observada
na comparagao dos cromatogramas dos padroes
analiticos e das amostras fortificadas durante o
teste de recuperagdo dos diferentes agrotdxicos
avaliados nas concentracdes de 20 pg mL- para o
fipronil, dessulfinil, sulfeto e sulfona e de 10 ug
mL para atrazina (Figura 5).

A vantagem deste método validado por
CLAE ¢ que permite a detec¢do simultanea dos

degradagao, bem como da atrazina, e nao precisa
de purificagao das amostras.

Nos métodos desenvolvidos para
Cromatografia gasosa com detector de captura
de elétrons (GC-ECD) a amostra precisa passar
por uma longa etapa (aproximadamente 7 dias)
de purificagio (CHOPRA et al., 2011; RAMIREZ
et al., 2012; SAINI et al., 2014).
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dessulfinil (F) e amostras fortificadas com os padrdes de fipronil e atrazina (C) e desulfinil, sulfeto e

sulfona (G).

O método validado por CLAE-DAD
utiliza uma pequena quantidade de solvente
para extragdo, produzindo um método mais
sustentavel, sendo uma vantagem
comparada aos métodos desenvolvidos por
HADJMOHAMMADI et al. (2006); MASUTTI &
MERMUT, (2007), MOHAPATRA & AHUJA,
(2010); MANDAL & SINGH, 2013, que utilizam
grande quantidade de solvente. O método
desenvolvido diminui o tempo de andlise em
relacado a outros descritos
principalmente em relagao
purificagao das amostras.

esta

na literatura,
ao preparo e

4 Conclusio

O método proposto para extracao e
quantificagdo simultanea de residuos de fipronil,
dessulfinil, sulfeto, sulfona e atrazina em
amostras de solo mostrou-se satisfatorio, visto

que é de facil e rapida execugao. Assim, este
método pode ser utilizado em laboratérios com
objetivo de identificar e quantificar residuos de
atrazina, fipronil e seus produtos de degradacao
em amostras de solo,
purificagao das amostras.

sem necessidade de
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