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Este artigo apresenta método simples para a
extragdo e determinacdo de diuron em amostras de
laranja (compreendendo casca e polpa). O método
consistiu na extracao do pesticida com acetona em
agitador mecénico. O extrato foi filtrado em Celite®
e particionado com n-hexano. Evaporou-se a fase
hexanica sob N2, sendo o residuo solubilizado em
metanol. A analise foi realizada por Cromatografia a
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) com detecc¢éo por
Ultra-violeta (UV) em 230 nm. Obtiveram-se
recuperacdes médias entre 109 e 110% para
amostras fortificadas nos niveis 0,1 e 0,5 mg Kg*.
Os Limites de Quantificagéo (LQ) e de Detecc¢édo (LD)
foram 0,1 mg Kg* e 0,004 mg Kg, respectivamente.
As amostras analisadas ndo apresentaram
residuos de diuron nas condi¢cdes experimentais
estudadas.
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1 INTRODUCAO

Os herbicidas, utilizados pela Inglaterra na Guerra das Malvinas, foram extensamente empregados
na Guerra do Vietna pela forca aérea norte-americana (AMARANTE JUNIOR et al., 2003 e 2002).
Desde entdo, esses compostos vém sendo aplicados na substituicdo da capina mecanica, observando-
se elevado crescimento na producdo e comercializagcdo de diferentes principios ativos para essa
finalidade.

O uso de herbicidas leva a exposicao da populacéo que habita proximo aos locais em que séo
produzidos ou aplicados, bem como daqueles que consomem os produtos das lavouras tratadas com
tais compostos (POZZEBON et al., 2003). O diuron [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia], s-triazina,
destaca-se entre os herbicidas por ser amplamente aplicado no controle de ervas em campos de
cultivo de citrus (BARREDA JUNIOR et al., 1998). Suas propriedades fisicas e quimicas incluem
solubilidade em &gua de 42 mg/L em 25°C, ndo-ionizavel, ndo-volatil (SOUZA, BOEIRA e GOMES,
2000) e tempo de meia-vida no solo (DT, ) de 328 + 212 dias (RAO e DAVIDSON, 1982). A formula
estrutural desse composto é apresentada na Figura 1. Grandes areas de cultivo de laranja séo
encontradas na regiao de Araraquara (SP), o que torna relevante a investigacéo da presenca de residuos
de diuron em frutos comercializados nessa cidade.

FIGURA 1-FORMULA ESTRUTURAL DO DIURON
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Dentre os diversos métodos encontrados na literatura para a determinacéo de diuron pode-se
citar a andlise direta em solucao aquosa por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), usando
coluna C18, eluicdo com metanol/agua (63:37, v/v) e detecgdo em 251 nm (SOUZA, BOEIRA e GOMES,
2000). RUBERU, DRAPER e PEREIRA (2000) empregaram sistema tampéo de fosfato dibasico de
potassio com acetonitrila na proporgao 60:40 (v/v) como fase movel e fluxo de 0,4 mL/min. Também
utilizaram fase moével composta pelo mesmo tampao e metanol na proporcéo 50:50 (v/v), com fluxo de
0,8 mL/min. Eluicdo com sistema gradiente de acetonitrila/agua foi citada para a determinacgéo
multirresidual de feniluréias com detec¢éo em 245 nm (CURINI et al., 2000). Alguns estudos empregaram
a detecgéo por espectrometria de massas (VAN DER HEEFT et al., 2000; PENA, MAHEDERO e
BAUTISTA-SANCHEZ, 2003), sendo citada a deteccao por fluorescéncia induzida (PENA, MAHEDERO
e BAUTISTA-SANCHEZ, 2002). MORAES et al. (2002) determinaram varias feniluréias, incluindo o
diuron, por cromatografia em camada delgada (CCD) e detecgéo por inibicdo da fotossintese (reagdo
de Hill).

Apesar da ampla utilizac&o de diuron em campos de cultivos de frutas citricas, especialmente
nas plantacdes de laranjas, ndo se encontrou na literatura pesquisada método especifico para amostras
de laranja.

Este trabalho teve por objetivo desenvolver método cromatografico para a determinagao de residuos
de diuron em frutos inteiros (casca e polpa) de laranjas, obtidas no comércio de Araraquara durante o
ano de 2002.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 SISTEMA DE CROMATOGRAFIA A LIQUIDO (CL)

O sistema CL (Waters, Milford, MA, USA) consistiu de dispositivo de controle de solventes
(Modelo 501), com detector de Ultra-violeta (UV) e comprimento de onda variavel (Modelo 486), injetor
Rheodyne® e integrador (Modelo 746). Empregou-se coluna LiChrospher 100 RP-18 (125 x 4 mm,
5 pm), acoplada em pré-coluna do mesmo material (ambas Merck). As analises foram realizadas em
230 nm, usando-se fase mével no regime isocratico com metanol/agua (60:40) e fluxo de 0,8 mL/min.
Todos os solventes empregados na fase movel foram previamente filtrados e desgaseificados por
aplicacédo de ultra-som.

2.2 REAGENTES E SOLUCOES PADRAO

Foram utilizados metanol, acetona e n-hexano (Mallinckrodt) de grau cromatogréfico e padréo
de referéncia de diuron obtido do Dr. Ehrenstorfer (Alemanha). Solugées estoque foram preparadas
pela dissolucdo desse composto em metanol, obtendo-se solu¢bes-padréo pela diluicdo das solucbes
estoque em metanol, as quais foram estocadas a -18°C até seu uso.

2.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS, FORTIFICACAO E EXTRACAO

Amostras de laranja, adquiridas no comércio de Araraquara, foram cortadas com faca de aco
inoxidavel e processadas em blender para obtencédo de pasta homogénea. Efetuou-se a fortificacéo
das amostras pela adi¢cao de volume adequado de solucao estoque em 10,0 g da pasta homogénea.
As amostras fortificadas e ndo-fortificadas foram tratadas com 10 mL de acetona. Extraiu-se o pesticida
por 30 minutos em mesa agitadora. Filtrou-se o extrato em 1 g de Celite®, usando funil de vidro com
ponta de fibra de vidro silanizada. Realizou-se particdo com n-hexano em duas etapas para a purificacao
do extrato, descartando-se a fase hexanica. O extrato em acetona foi evaporando até 1 mL em evaporador
rotatério e seco sob suave corrente de N,, retomando-se o residuo com metanol (1 mL).

2.4 ANALISE POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO

Os extratos e solugbes-padrao (20 pL) foram injetados no sistema cromatografico, escolhendo-
se o intervalo de trabalho de 0,5 a 10,0 mg L. As recuperacdes foram calculadas para amostras de
laranja fortificadas com 0,1 e 0,5 mg Kg* de diuron, com cinco replicatas para cada nivel. Determinou-
se o limite de deteccao (LD) mediante o calculo estatistico proposto por Thier e Zeumer (BRITO et al.,
2001; THIER e ZEUMER, 1987). Considerou-se o menor nivel de fortificagdo como limite de quantificacéo
(LQ), umavez que essa é a menor concentracdo em que sdo conhecidas a exatidao e a precisédo do
método (AMARANTE JUNIOR etal., 2001; THIER e ZEUMER, 1987).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Buscando otimizar método para a determinacéo de diuron em amostra de laranjas que pudesse
ser empregado com diferentes propdsitos (determinagéo do pesticida em frutos tipo exportacao e
estudos de campo, entre outros) foi necessario estudar o fruto inteiro (polpa e casca). Entretanto, 0s
extratos em acetona apresentaram grande quantidade de co-extrativos ndo permitindo a separacéo
cromatogréfica do analito investigado.

Com o intuito de eliminar os co-extrativos foram realizados 0s seguintes testes: i) filtracéo do
extrato em Celite®; ii) filtracao do extrato em Celite® e purificagdo por extracao em fase soélida (SPE)
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com C_;iii) filtrag@o do extrato em Celite® e particdo em duas etapas com n-hexano. De todas essas
tentativas, a Ultima foi a Gnica que permitiu a analise cromatogréfica do principio ativo. No entanto, o
cromatograma ainda apresentou diversos componentes da amostra.

Os cromatogramas obtidos para a amostra testemunha (sem o pesticida) e as amostras
fortificadas sao apresentados na Figura 2. Verificou-se a complexidade da matriz pelos varios picos
apresentados, mesmo apos filtracdo com Celite®. A andlise tornou-se possivel pela inexisténcia de
picos de co-extrativos no mesmo tempo de retencao do diuron, como observado no cromatograma da
amostra testemunha.

No gréfico analitico, apresentado na Figura 3, pode-se observar pequena dispersdo dos sinais
em torno da reta obtida pela regresséo, bem como excelente relacéo linear evidenciada pelo coeficiente
de correlacdo (R?=0,9994). O método apresentou-se ainda bastante sensivel. A sensibilidade, definida
como o aumento no sinal causado por pequeno incremento no valor da concentracdo (AMARANTE

JUNIOR et al., 2001; THIER e ZEUMER, 1987), € obtida pelo coeficiente angular da reta (BRITO et al.,
2002).

FIGURA 2 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS TESTEMUNHA (A), FORTIFICADA
COM 0,1 (B) E0,5 mg kg™ (C) B
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FIGURA 3 - GRAFICO ANALITICO DO PESTICIDA DIURON OBTIDO PELA INJECAO DE 20 pL
DAS SOLUCOES DE TRABALHO EM SISTEMA CROMATOGRAFICO COM COLUNA
C18, ELUICAO COM METANOL/AGUA (60:40), 0,8 mL/min E DETECCAO EM 230 nm
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Os resultados de recuperacao (Tabela 1) expressam a exatiddo do método. Os valores foram
considerados adequados, visto que permaneceram entre o intervalo recomendado (70 e 120%) para a
analise de residuos de pesticidas (SOUZA, BOEIRA e GOMES, 2000; RAO e DAVIDSON, 1982).
Avaliou-se a precisédo pelo coeficiente de variagdo (CV) ou desvio-padréo relativo, sendo considerado
preciso o método que obtém CV inferior ou igual a 20% (SOUZA; BOEIRA e GOMES, 2000; RAO e
DAVIDSON, 1982).

TABELA 1 - RECUPERACOES DE DIURON EM AMOSTRAS DE LARANJA FORTIFICADAS

Nivel de fortificacéao Recuperacéo CV

(ng/g) (%) (%)

DIURON 0,1 109 7
0,5 110 15

n = cinco determinagdes.
CV = coeficiente de variacao.

O Limite de Deteccéo (LD), calculado de acordo com THIER e ZEUMER (1987) foi de 0,04 pg/
g e o Limite de Quantificagcdo (LQ) de 0,1 pg/g (menor nivel de fortificagcao). Esses valores apresentaram-
se bastante satisfatorios para andlises por Cromatografia a Liquido, principalmente pela complexidade
da amostra. Esse método, considerado validado, foi empregado para a andlise de 20 amostras de
laranjas coletadas no comércio de Araraquara durante o ano de 2002. Nenhuma das amostras
investigadas apresentou residuos de diuron sob as condi¢g6es analiticas empregadas.

4 CONCLUSAO

O método de determinacdo de diuron em amostras de laranja mostrou-se bastante simples e
eficiente, consistindo de extracdo em duas etapas, seguida de filtracdo, particdo liquido-liquido,
evaporacao e andlise por Cromatografia a Liquido. O cromatograma apresentou perfil bastante complexo,
indicando extrato com diversos compostos, 0 que nao inviabilizou a analise pela auséncia de co-
eluicdo no tempo de retencdo da molécula de interesse. Os resultados obtidos no estudo de recuperacao
demonstraram que 0 método é exato e preciso, podendo ser empregado na analise de laranja paraa
determinagé@o de residuos desse pesticida. Os Limites de Deteccdo e Quantificacdo foram
suficientemente baixos, garantindo a confiabilidade dos resultados. Todas as amostras obtidas no
comércio da cidade de Araraquara, durante o ano de 2002, submetidas ao referido método néo
apresentaram concentracdes superiores ao LD do método.

Abstract

DEVELOPMENT OF SIMPLE METHOD FOR DETERMINATION OF DIURON RESIDUES BY LIQUID
CHROMATOGRAFY IN ORANGE SAMPLES

This paper presents a simple method for extraction and determination of diuron in orange samples (enclosed
pulp and peel). The method consisted of the pesticide extraction with acetone on mechanical agitator
system. The extract was filtrated in Celite® and partitioned with n-hexane. The hexane phase was evaporated
and the residue dissolved in methanol. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with UV detection
at 230 nm was used for analysis. Average recoveries were obtained between 109 and 110% for samples
fortified at 0.1 and 0.5 mg Kg™* levels. The Limits of Quantification (LOQ) and Limit of Detection (LOD) were
0.1 mg Kg* and 0.004 mg Kg?, respectively. The samples analyzed have not shown Diuron residues in the
studied experimental conditions.

KEY-WORDS: PESTICIDE; CITRIC FRUITS; HPLC; DIURON.
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