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Resumo

O Diuron, N-(3,4-diclorofenil)-N,N-dimetilureia pode ser transformado no solo através da biodegradagao
em 3-(3,4-diclorofenil)-3-metilureia (DCPMU), 3.4-diclorofenilureia (DCPU) e 3,4-dicloroanilina
(DCA). Este trabalho teve por objetivo otimizar e validar um método de extragdo e analise do diuron
e metabolitos no solo por CLAE/DAD a fim de determinar as suas concentragdes em amostras de
solo bioaumentado com microrganismos da rizosfera da cana-de-agticar. Realizou-se a extracdo com
metanol em banho ultra-sénico e as analises em um cromatografo liquido/detector DAD, marca Waters.
A condigdo de analise otimizada para separagdo dos analitos foi fase mével metanol:agua 50:50 (v/v)
e fluxo 1 mL min'. O comprimento de onda selecionado foi de 240 nm para a DCA e 254 nm para
o Diuron, DCPMU e DCPU. Utilizou-se coluna ¢ pré coluna Waters XTerra RP18, 5 um, 4,6 x 150
mm ¢ 3,9 x 20 mm. A curva de calibragdo foi obtida a partir da fortificagdo do solo com a mistura
dos padrdes, na faixa de 5 mg Kg'a 200 mg Kg' de solo. A recuperagdo obtida em dois niveis de
concentragdo 5 ¢ 200 mg Kg' de solo ficou entre 85 € 99%. A repetibilidade foi de 0,78%; 2,20%; 2,17%
e 1,72% e a precisdo intermediaria foi de 2,48%; 2,11%; 3,10% e 2,77% para diuron, DCPMU, DCPU ¢
DCA, respectivamente. O limite de quantificagdo foi de 1,25 mg Kg' de solo. A concentrag@o de diuron
encontrada em algumas amostras superficiais (0-10 cm) do solo bioaumentado variou de 5,5 a 8,9 mg
Kg'de solo, mas ndo foi detectada a presenga de seus metabolitos.

Palavras-chave: Diuron. Metabdlitos. Cana-de-Agucar. Validacdo. Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. Bioaumentagao.

Abstract

Diuron, N-(3,4-dichlorophenyl)-N, N-dimethylurea can be transformed into the soil through the
biodegradation of 3-(3,4-dichlorophenyl)-3-methylurea (DCPMU), 3.4-diclorofenilureia (DCPU)
and 3,4-dichloroaniline (DCA). This study aimed to optimize and validate a method of extraction and
analysis of these substances in the soil by HPLC/DAD. There was extracted with methanol in the bath
ultrasonic and analysis in a liquid chromatograph/detector brand Waters. The condition of analysis
optimized for separation of analytes was mobile phase methanol: water 50:50 (v / v), flow 1 mL min™".
Wavelength of 240 nm was selected for the DCA and 254 nm for diuron, DCPMU and DCPU. It was
used column and pre column Waters Xterra RP18, 5 um, 4.6 and 3.9 x 150 mm x 20 mm. The calibration
curve was obtained from the fortification of the soil with the mixture of patterns in the range of 5 mg
Kg'to 200 mg Kg' of soil. The recovery was obtained in two concentration levels of 5 and 200 mg.
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Kg' of soil was between 85 and 99%. The repeatability was 0.78%, 2.20%, 2.17% and 1.72% and
intermediate precision was 2.48%, 2.11%, 3.10% and 2.77% for diuron, DCPMU, DCPU and DCA,
respectively. The limit of quantification was 1.25 mg Kg™' soil. The concentration of diuron found in
some bioaugmented soil samples ranged from 5.5 to 8.9 mg Kg™! soil, but was not detected the presence

of their metabolites.

Key words: Diuron. Metabolites. Sugarcane. Validation. High Performance Liquid Chromatography,

Bioaugmentation.

Introducao

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana,
com uma area plantada de 5,4 milhdes de hectares
e uma safra anual de cerca de 354 milhdes de
toneladas (BRASIL, 2007). Na safra do ano de
2007 a produgdo brasileira de cana-de-agucar foi de
426.022.444 toneladas, sendo o estado de Sao Paulo
o maior produtor, com 264.336.825 toneladas,
seguido dos estados do Parana e Minas Gerais com
31.994.581¢29.034.195 toneladas, respectivamente
(UNICA, 2007).

Na implantacdo de uma area agricola através
de um sistema de cultivo, ocorrem significativas
transformacdes nos subsistemas tornando-os
mais simples (agroecossistema), em comparagao
com o ecossistema. Esta transformacdo resulta
na diminuigdo da capacidade de auto-regulacdo
do sistema e uma das principais conseqiiéncias
desta transformacdo é o aumento exagerado das
populagdes de pragas e vegetagdes invasoras
comprometendo de forma significativa a produgao
(BLANCO, 2003). No controle de plantas daninhas
o método mais utilizado atualmente é o quimico,
isto é, o uso de herbicidas (INSTITUTO DE

ECONOMIA AGRICOLA, 2007).

O diuron, N-(3,4-diclorofenil)-N,N-dimetilureia
(Figura 1), é um herbicida pertencente a familia
das fenilamidas da subclasse das feniluréias de
uso difundido na agricultura e um dos herbicidas
mais empregados nas culturas paulistas de cana de
agucar. Este herbicida substituido de uréia inibe a
fotossintese pela prevengdo da producdo de oxigénio
e bloqueia a transferéncia de elétrons ao nivel Il em
microrganismos e plantas (TOMAS, 2003 apud
RODRIGUES; ALMEIDA, 1998).
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/
Cl

Figura 1. Férmula estrutural do diuron Fonte: (ROSSI,
2008).

Quando aplicado ao solo, o herbicida diuron
tende a ser acumulado, devido a sua baixa
solubilidade em agua (42 mg L'a 25°C) e alta
capacidade de adsor¢do a fragdo organica do solo.
Possui baixa pressdo de vapor (0,009 mPa a 25°C),
nao sendo perdido por volatilizagdo ¢ o tempo de
meia vida em solos varia de 90 a 180 dias, embora
valores maiores de 3.000 dias também tenham sido
reportados (GIACOMAZZI; COCHET, 2004).
Esta variabilidade pode ser atribuida a diferencas
na composicdo do condicdes
(SPADOTTO, 2002).

solo e outras

Uma das formas de redugdo da concentragao do
diuron do ambiente, bem como outros pesticidas ¢
a degradacdo, sendo a biodegradacdo o principal
mecanismo de dissipacao do diuron no solo. Fungos
dos solos apresentam alta capacidade de degradagéo
das feniluréias, inclusive para o diuron, tendo em
alguns estudos também encontrada atividade
degradativa dasbactérias (CASTILLO etal,2006). O
diuron pode ser degradado sob condic¢des aerdbicas
pelos microrganismos que realizam N-demetilagao
do grupo uréia e, posteriormente a hidrolise,
podendo transformar-se em trés metabolitos,
3-(3,4-diclorofenil)-3-metilureia (DCMPU), 3,4-

diclorofenilureia (DCPU) e 3,4-dicloroanilina
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(DCA) (GIACOMAZZI; COCHET, 2004). Tixier
et al., (2000) pesquisou a degrada¢ao do diuron
com linhagens de fungos demonstrando que o
composto ndo ¢ mineralizado e que os metabdlitos
identificados exibiram alta toxicidade a organismos
ndo alvos, sugerindo uma preocupagdo ambiental
maior do que a anteriormente reconhecida ao diuron
quando usado.

Nasanalises de compostos organicos em amostras
solidas, além dos métodos cromatograficos usados
para a quantificagdo destes, também devemos
considerar as importantes etapas de extracao,
purificacdo e concentragdo dos analitos da amostra.
Diuron e seus metabdlitos em amostras de solo tém
sido analisados por CLAE (THEVENOT et al.,
2009; CASTILLO et al., 2006) e na extragdo tém
sido aplicados diferentes métodos. Na extracdo
do diuron do solo, Soxhlet € uma das técnicas que
foi muito utilizada desde que foi adotada como
metodologia analitica padronizada para analise de
pesticidas no solo (LOURENCETTI; MARCHI;
RIBEIRO, 2008; NAVARRO; VELA; NAVARRO,
2004; MARCHESE et al., 2001). No entanto, esta
técnica utiliza drasticas condigdes, podendo alterar
a integridade estrutural dos pesticidas termolébeis,
e requer muito tempo e consumo de solvente
(ANDREU; PICO, 2004). Solvente organico e
agitagdo tém sido usado na extragdo de diuron em
amostras de solo (CASTILLO et al., 2006; YANG;
SHENG; HUANG, 2006), bem como extragdo em
fase solida usando cartucho C , (LOURENCETTI;
MARCHI; RIBEIRO, 2008; JACOBSON et al.,
2005). A técnica de extracao com solvente e agitacao
ultra-sdnica também pode ser utilizada para esse fim,
apresentando esta a vantagem de menor consumo de
solvente e nao exige equipamentos de alto custo.

A fim de monitorar a degradacdo do diuron
em solo bioaumentado (aplicacdo de biomassa
microbiana isolada de solo rizosférico de cana-de-
acucar) foi realizada a quantificacdo deste pesticida
e de seus metabolitos. Assim, este trabalho teve por
objetivo otimizar e validar um método de extracao

com solvente e agitagdo ultra-sdnica do diuron e seus
metabolitos do solo e analise por CLAE/DAD.

Procedimento experimental

Os padrdes diuron, DCPMU, DCPU e DCA
foram adquiridos da empresa Dr. Ehrenstofer
(Alemanha). O metanol utilizado para o preparo
das solugdes padrdo, processo de extragdo e analise
cromatografica foi grau cromatografico, da Merck.

CLAE/UV tem sido apresentada como uma
técnica eficiente para a separacdo e quantificagcdo
de pesticidas feniluréias, usando colunas analiticas
C, ¢ mistura de metanol-agua (e/ou acetonitrila)
como fase moével (VEJA; FRENICH; VIDAL,
2005). Assim, o método de analise do diuron e
seus metabolitos foi otimizado quanto a retengdo
e resolugdo (seletividade) adequadas, ajustando a

forca da mistura metanol-agua como fase movel.

As andlises de diuron e metabolitos por CLAE
foi realizada em um cromatografo da marca Waters,
composto de modulo de bombeamento Waters 600,
moédulo para desgaseificagdo de solventes, injetor
manual Rheodyne (7725I), detetor UV-Variavel
por Arranjo de Diodos (Waters 2996) e software
Waters (Empower 2 Personal Single System Add-
On). Utilizou-se coluna Waters (XTerra RP18S,
Smm, 4,6x150 mm) e pré-coluna Waters (XTerra
RP18, 5 um, 3,920 mm). A condi¢ao de analise
otimizada para separacdo dos quatro analitos foi
fase movel metanol:dgua 50:50 (v/v), fluxo 1 mL
min' e comprimento de onda 254 nm para o diuron
e os metabolitos DCPMU e DCPU e 240 nm para
a DCA.

Acetonitrila e metanol apresentam boa eficiéncia
naextracao do diuron e seus metabodlitos em amostras
de solo usando a agitagdo por mesas agitadoras
ou agitadores magnéticos. O método de extragdo
do diuron e seus metabdlitos no presente trabalho
foi desenvolvido e otimizado usando metanol e
agitacdo ultra-sdnica. A melhor condi¢do do método
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desenvolvido foi extracdo de 5 gramas de solo com
20 mL de metanol grau cromatografico com agitagao
ultra-sonica por 30 minutos e centrifugado a 1200
rpm por 30 minutos.

Apo6s a otimizagdo o método de extracao foi
validado quanto a recuperagdo e precisdo, a partir da
contaminagao de uma amostra de solo com padrdes
de diuron e seus metabolitos (SILVA et al., 2006;
VEGA; FRENICH; VIDAL, 2005). Cinco gramas
do solo de referéncia (ndo contaminado), com as
mesmas caracteristicas da area cultivo de cana de
acucar onde foi aplicado diuron, foram fortificados
com 1,0 mL de uma solugdo padrdo formada pelos
4 analitos de interesse: diuron, DCPMU, DCPU e
DCA, nas concentragdes: 1000, 500, 200, 100, 50
e 25 mg L.

Apds 24 h da fortificagdo do solo, diuron e os
metabolitos foram extraidos pela metodologia
otimizada. Em seguida filtrou-se o extrato em papel
qualitativo (8 mm) e o sobrenadante foi levado a
analise cromatografica, apos diluigdo (1:1) (v/v)
com agua ultra pura. A concentracdo final dos
analitos, considerando-se as dilui¢des feitas na
etapa de extragdo e a quantidade de solo utilizado
para o procedimento foram de 200, 100, 40, 20, 10
e 5 mg Kg' de solo.

A eficiéncia da extrag¢do do diuron e metabolitos
foi avaliada pela comparacdo da area dos picos
dos analitos nos extratos de solo fortificado com a

area dos picos dos analitos nas solugdes padrao, na
mesma concentracdo. Neste procedimento foram
utilizadas as solugdes padrdes com as concentragdes
de 1000 e 25 mg L' e as amostras de solo fortificado
ficaram com as concentragdes finais de 200 e 5 mg
Kg' solo.

Aprecisao foideterminada quanto arepetibilidade
e precisdo intermediaria com o solo fortificado
no nivel de concentragdo de 40,0 mg Kg'solo. O
teste de repetibilidade foi realizado a partir de seis
injegdes consecutivas e calculou-se o desvio padrao
relativo (RSD) para as areas e alturas dos picos
correspondentes aos 4 compostos de interesse. A
precisdo intermediaria foi realizada uma vez por
semana num periodo de 3 semanas, com a amostra
de solo fortificada no nivel de concentragao de 40,0
mg Kg!' solo.

Os limites de deteccao (LD) e quantificagdo
(LQ) foram determinados através da analise de solos
fortificados em concentracdes cada vez menores,
sendo a solugdo de menor concentragdo utilizada de
1,25 mg Kg! de solo.

Resultados e discussao

As taxas de recuperacdo dos analitos do solo
para as amostras de solo fortificadas em dois niveis
de concentragdo 200 mg Kg' de solo ¢ 5 mg. Kg!
de solo, variaram entre 85 % a 99 % ¢ RSD inferior
a 10% (Tabela 1).

Tabela 1. Recuperagdo de diuron e metabdlitos nas amostras de solo fortificadas (200 mg Kg!' de solo e 5 mg Kg! de

solo) na extragdo com metanol e agitacao ultra-sonica.

Nivel de fortificacio

Nivel de fortificacio

200 mg Kg'de solo 5 mg Kg'de solo
Analitos - ~
Recuperacio Recuperacao
(%) (%)

Diuron 94 +238 96 +2,9
DCPMU 91+2,7 94 +2.8
DCPU 92+0,1 91+4,5
DCA 90 £4,5 91+2)7
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Vega, Frenich e Vidal (2005) alcangaram taxas
de recuperagdo de 80% para o Diuron em amostras
de solo fortificadas, utilizando-se sonicagdo com
metanol, clean-up e analise através de CLAE
acoplada a espectrometria de massa. Lourencetti,
Marchi e Ribeiro (2008) obtiveram taxas de
recuperagdo entre 77 ¢ 120% para o diuron em
amostras de solo fortificadas, utilizando-se sonicacao
com metanol, purificagdo e analise através de
CLAE/UV. O método aqui proposto apresenta taxas
de recuperagdo compativeis com as publicadas

anteriormente para o diuron. Diversos trabalhos
tém sido publicados apresentando a formagao dos
metabolitos do diuron no solo, mas as validacdes
das metodologias de extracdo e quantificacdo
ndo sdo caracterizadas (GOODDY; CHILTON;
HARRISON, 2002; GUZZELLA et al., 20006).

Na Figura 2, a partir dos dados cromatograficos
da analise de uma amostra de solo fortificado a 10
mg Kg' de solo, observa-se boa resolu¢ao do diuron
e os 3 metabolitos, com tempos de retengdo para
DCPMU (13,372 min.), DCA (14,342 min.), DCPU
(16,646 min.) e diuron (18,124 min.).

Sl e - 15,124

e DCFL - 16 545

Figura 2. Cromatograma de amostra de solo com fortificagdo ao nivel de concentracdo de 10 mg Kg' solo da mistura
de padrdes DCPMU, DCA, Diuron e DCPU. Condi¢des: injecdo de 20 pL, fase movel metanol:agua 50:50 (v/v),
vazdo de 1 mL min ~'a 254/240 nm, coluna Waters XTerra RP18 5um 4,6 x 150 mm e pré-coluna Waters XTerra RP18

Sum 3,9 x 20 mm.
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A seletividade do método foi confirmada através  se o método do padrdo externo, apresentando boa
da analise de uma amostra de solo sem fortificacdo  linearidade na faixa de concentragao entre 200,0 e
(Figura 3), confirmando sua eficiéncia para o diuron, 5,00 mg Kg! e RDS (desvio padrio relativo) abaixo
DCPMU, DCPU e DCA. de 5 % (Tabela 2).

Nas condi¢des cromatograficas descritas, as
curvas de calibragdo foram construidas utilizando-
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Figura 3. Cromatograma de amostra de solo sem fortificagdo da mistura de padroes DCPMU, DCA, Diuron e DCPU.
Condigdes: injecdo de 20 uL, fase movel metanol:agua 50:50 (v/v), vazdo de 1 mL min™'a 254 / 240 nm, coluna Waters
XTerra RP18 Sum 4,6 x 150 mm e pré-coluna Waters XTerra RP18, 5 pm 3,9 x 20 mm.

Tabela 2. Tempo de retencdo (t,), linearidade da curva de calibracdo, repetibilidade e precisdo intermedidria do
método de analise do DCPMU, DCA, DCPU e Diuron por CLAE/DAD.

. t Dados de calibracio Repetibilidade® . Precis?l’o L h
Analitos (mI;n) E - S (R.S.D. %) intermediaria
quagdo r (R.S.D. %)
DCPMU 13,372 y=2,76e*x+1,52¢* 0,9988 2,20 2,11
DCA 14,342 y=1,93e*x-6,16¢> 0,9988 1,72 2,77
DCPU 16,646 y=3,54e*x+1,88¢* 0,9978 2,17 3,10
DIURON 18,124 y=3,72¢e*x+1,61¢* 0,9993 0,78 2,48

 Desvio padrdo relativo para as areas dos picos dos analitos (n = 6); x: concentracdo (mg. Kg'de solo); y: resposta do detector
(HPLC-UV). ® Desvio padrao relativo para as areas dos picos (n = 3).
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O valor do limite de quantificagdo, obtido para
o diuron, DCPMU, DCPU e DCA foi de 5,00
mg Kg'de solo. A Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB, 2005) publicou
valores orientadores de alguns pesticidas (Aldrin,
Dieldrin, Endrin, DDD, DDE, DDT, HCH e PCB),
que variam entre 3 ¢ 800 pg Kg' de solo seco em
areas agricolas., ndo constando valores orientadores
para o diuron.

Veja, Frenich e Vidal (2005) também alcangaram
LQ de 5 mg Kg' para o diuron em amostras de solo,
mas os metabodlitos ndo foram quantificados no
estudo. Guzzella et al. (2006) apresentaram limites
de detec¢do de 2 mg Kg' de solo para a DCA e
de 1 mg Kg'de solo, para o diuron, DCPMU e
DCPU. Neste trabalho, os resultados de limite de
quantificagdo, taxas de recuperacao e a metodologia
de extragdo, ndo foram bem caracterizadas. Devido
as baixas concentragdes do diuron e metabolitos
nas amostras de solo deste trabalho, verificou-se a
necessidade do desenvolvimento de procedimentos
para a concentracao dos extratos a fim de diminuir
os limites de quantificagdo para estes compostos no
solo.

Apds o desenvolvimento e validagdo dos métodos
de extragao e analise do diuron e os trés metabdlitos,
DCPMU, DCPU e DCA, esta metodologia foi
utilizada para quantificar estes compostos em
amostras de solo bioaumentado. Neste estudo fez-
se a investigacdo da degradacao do diuron em solos
apos aplicagdo de biomassa microbiana da rizosfera

da cana-de-agtcar.

Assim, o diuron foi quantificado nos lotes
de solo enriquecidos com o Hexaron WG® (lote
A) e em lotes enriquecidos com o Hexaron WG®
mais a bioaumentacdo com microrganismos de
solo rizosférico de cana-de-agticar (lote B), a fim
de monitorar a biodegrada¢do do diuron em trés
profundidades do solo (0 — 10 cm, 10 — 20 cm ¢ 20
—30 cm) durante 5 semanas. A dosagem de Hexaron
WG®utilizada seguiu suarecomendagio agronomica
para cana-de-agucar para o tipo de solo em questao.
As concentragdes de diuron nas amostras de solo
dos lotes A e B nas diferentes profundidades estao
expressas na Tabela 3. A concentragdo de diuron
encontrada em algumas amostras superficiais (0-10
cm) do solo bioaumentado variou de 5,5 a 8,9 mg
kg de solo. Entretanto ndo foi detectada a presenca
dos metabolitos do diuron em todas as amostras
de solo analisadas durante o periodo do estudo.
Este resultado pode indicar que os metabdlitos
ndo estavam presentes ou que estes estavam em
concentragdes muito baixas, isto é, menores que o
LQ (5 mg Kg'de solo).

A Figura 4 apresenta um cromatograma de uma
amostra monitorada em lotes de solos enriquecidos
obtido
otimizadas, com tempo de retencdo do diuron em
18,705 minutos na andlise por CLAE/DAD. O pico
cromatografico referente ao diuron foi confirmado

com Hexaron WG®, nas condigOes

por adi¢@o do padrao de diuron.
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Tabela 3. Concentragdo de diuron (mg Kg') em amostras de solo, em 5 semanas de monitoramento.

Concentracio de diuron (mg Kg")

Lotes
Sem.1 Sem.2 Sem. 3 Sem. 4 Sem.5
A0-10cm 8,44 5,50 <LQ <LQ <LQ
A10-20cm <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
A20-30cm <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
B 0-10cm 8,87 <LQ 6,30 6,29 <LQ
B10-20cm <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
B20-30cm <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
0,035
Diuron
18,705
0,030+
0,025
0,020+
32
¢ 0,015

00165

0,005

0,000

3 T8

L I Y A I

400 6,00 8,00 1000

oo 1800 1300 2000 2200
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Figura 4. Cromatograma de amostra de solo monitorada nas condigdes: injecdo de 20 mL, fase movel metanol:agua
50:50 (v/v), vazdo de 1 mL min.”!, coluna Waters XTerra RP18, 5um, 4,6 x 150 mm e pré-coluna Waters XTerra RP18,

5 um, 3,9 x 20 mm e 254 nm.

Conclusoes

A metodologia desenvolvida para a quantificagao
de diuron, DCPMU, DCPU ¢ DCA, demonstrou-
se eficaz para a determinagdo simultinea na faixa
compreendida entre 5,00 e 200,00 mg Kg' de solo.

As recuperagdes do herbicida diuron e dos
metabodlitos DCPMU, DCPU e DCA do solo, pelo
método apresentado variaram de 85,00% a 99,68%
com R.S.D. inferior a 10%.

A metodologia desenvolvida apresentou RSD
quanto a repetibilidade de 0,78 %; 2,20 %; 2,17
% e 1,72 % e valores dos RSD quanto a precisao
intermediaria foram de 2,48 %; 2,11 %; 3,10 %
e 2,77 % para diuron, DCPMU, DCPU e DCA,
respectivamente.

O método de analise desenvolvido foi eficiente
para quantificagdo do diuron em alguns lotes
da superficie (0-10 cm), mas as concentragdes
dos metabdlitos formados nas cinco semanas de
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Ofimizacdo de um método de extracdo ultra-sénica e andlise por CLAE para determinacéo de Diuron e seus metabdlitos...

monitoramento de solo enriquecidos com Hexaron
WG?® ficaram abaixo dos limites de quantificagao.

Procedimentos para a concentragdo dos extratos
precisam ser desenvolvidos para diminuir os limites
de quantificagdo e de detec¢do do diuron e dos
metabodlitos DCPMU, DCPU e DCA no solo.
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