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A producédo de cana-de-agucar em Mato Grosso do Sul
foi de 43,812 mil toneladas na safra 2014/2015, o que
representa aumento de 5,6% em relacdo a safra
2013/2014 (BIOSUL, 2015). Ja a area colhida no estado,
passou de 612 mil hectares na safra 2013/2014 para
624 mil hectares na safra 2014/2015, representando
aumento de 1,9% nesse periodo. Assim, o Estado de
Mato Grosso do Sul se enquadra entre os cinco maiores
produtores de cana-de-agucar no Brasil (CANA-DE-
ACUCAR... 2015). Durante o cultivo da cana-de-acucar,
uma das praticas comumente utilizadas para o controle
das plantas daninhas € o controle quimico por meio da
aplicacao de herbicidas pré e pds-emergentes. Esses
herbicidas s&o aplicados diretamente ao solo, onde os
processos relacionados ao transporte, retencédo e
transformagdo no meio ambiente ocorrem de forma
simultdnea. No entanto, para entendimento desses
processos e, consequentemente, avaliagdo de possiveis
riscos ambientais desses produtos, ha necessidade de
métodos analiticos para quantificagdo de seus residuos
nos compartimentos ambientais agua e solo. Assim,
desenvolveu-se um estudo com o objetivo de validar um
método analitico multirresiduo para determinacéo dos
residuos, em amostras de agua superficial, dos
herbicidas ametrina, diurom, hexazinona, imazapique e
sulfentrazona (Figura 1), utilizados na cultura de cana-
de-agucar em Mato Grosso do Sul.
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Como primeiro passo para validacdo da metodologia,
preparou-se solugbes estoques de cada herbicida,
separadamente, nas concentragdes de 1 mg mL",
diluindo-se 10 mg dos padrdes analiticos em 10 mL de
acetona grau HPLC. Os padrdes analiticos dos
agrotoxicos utilizados possuiam pureza de 99,9% para a
hexazinona (Fluka®), 99,6% para o diurom (Fluka®),
99,9% para o imazapique (Fluka®), 98,5% para a
ametrina (Fluka®) e 99,5% para a sulfentrazona
(ChemService®). A partir das solugdes estoques foram
preparadas, individualmente, as solugdes de trabalho por
meio de diluigdes sucessivas em metanol grau HPLC,
apds evaporacdo da acetona da aliquota utilizada da
solugéo estoque, obtendo-se as seguintes concentra-
¢des para construgcdo das curvas analiticas de
quantificacéo: 0,2; 0,5; 1; 2; 5 e 10 ng uL". Todas as
solu¢des foram armazenadas a -20 °C. Para identificagéo
e quantificagdo dos cinco herbicidas foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE), modelo
Varian 920-LC° equipado com uma coluna de fase
reversa C-18 Pursuit XRs® (250 mm x 4,6 mm x 5 ym),
pré-coluna C-18 Pursuit XRs® (25 mm x 4,6 mm x 5 ym)
e detector de arranjo de diodos. As condi¢cdes para
quantificacdo dos cinco herbicidas simultaneamente
foram por eluicdo em gradiente com: 40% acetonitrila e
60% agua ultrapura (resistividade de 18 mQ cm) + 0,1%
H,PO, (v/v) de 0 a 12 minutos; 100% acetonitrila de 12 a

“Engenheiro-agrénomo, doutor em Ciéncias Ambientais, pesquisador da Embrapa Agropecuéria Oeste, Dourados, MS.

En@a



2

Meétodo multirresiduo para determinagéo dos herbicidas ametrina, diurom, hexazinona, imazapique e sulfentrazona em amostras de aguas superficiais

17 minutos; 40% acetonitrila e 60% agua ultrapura +
0,1% H,PO, (v/v) de 17 a 25 minutos. O fluxo foi de
1 mL min", temperatura da coluna de 40 °C e volume de
injecdo de 20 pL. Os comprimentos de onda utilizados
foram aqueles considerados de maxima absorgéo para
cada herbicida, sendo: 221 nm para a ametrina, 227 nm
para a sulfentrazona, 246 nm para a hexazinona, 250 nm
para o diurom e 252 nm para o imazapique. Nessas
condicdes, os tempos de retencao foram de: 4,65 minutos
para o imazapique; 5,24 minutos para a ametrina;
6,80 minutos para a hexazinona; 12,65 minutos para a
sulfentrazona e 13,24 minutos para o diurom (Figura 2).
Observa-se boa resolucédo dos picos cromatograficos
para os cinco herbicidas nessas condi¢bes, bem como
boa separacao considerando a determinacéo simultanea
(Figura 2).

Hexazinona

A quantificagéo dos cinco herbicidas individualmente foi
realizada por meio da comparacgéo das areas dos picos
nas amostras com suas respectivas curvas de
calibragdo, obtidas com as injegdes dos padrdes
analiticos. As curvas analiticas de quantificagcdo sao
apresentadas na Figura 3. Observa-se que a faixa
linear de concentracéo, para todos os herbicidas, ficou
entre 0,2 e 10 ng L™ (equivalente a mg L") com valores
dos coeficientes de determinacdo (R?) entre 0,9989 e
0,9995. Assim, todas as quantificagdes dos cinco
herbicidas foram feitas nesse intervalo de concentragao.
O limite de quantificacdo do método analitico para todos
os herbicidas, individualmente, foi de 0,5 ng uL" ou
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Figura 1. Estruturas quimicas dos herbicidas ametrina, diurom, hexazinona, imazapique e sulfentrazona.
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Figura 2. Cromatograma dos padrdes analiticos de imazapique, ametrina, hexazinona,
sulfentrazona e diurom, nas concentracgées de 2 ng uL”, por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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Figura 3. Curvas de analiticas de quantificagdo para ametrina, diurom, hexazinona, imazapique e sulfentrazona em amostras de
agua superficiais
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Como segundo passo para validacdo da metodologia,
foram realizados testes de recuperacéo, em ftriplicata,
utilizando amostras de agua coletadas no dia 6/5/2015
em uma lagoa localizada na Embrapa Agropecuaria
Oeste, em Dourados, MS. Apés fortificagcdo das
amostras de agua (50 mL) nas concentragdes de 0,5;
2 e 5 ng pL" de cada herbicida individualmente, essas
foram filtradas, por gravidade, em papel de filtro
qualitativo. As fortificacbes das amostras foram
realizadas adicionando-se 25, 100 e 250 yL da solugéo
estoque (1 mg mL™"), de cada herbicida individualmente,
para se obter as concentragdes finais nas amostras de
0,5; 2 e 5 ng uL", respectivamente. A acetona,
proveniente das solugdes estoques durante o processo
de fortificacéo, foi totalmente evaporada antes da adicéo
dos 50 mL de agua. Apos fortificacdo e completa
homogeneizacao, retirou-se uma aliquota de 10 mL que
foi imediatamente centrifugada a 20 °C com rotacéo de
3.000 g e por 30 minutos. Em seguida, as amostras
foram filtradas usando-se filtro de seringa em celulose
regenerada de 0,45 ym e armazenadas a 4 °C até o
momento de injecdo no CLAE. As condig¢des
cromatograficas foram as mesmas ja descritas
anteriormente.

Observa-se que o cromatograma da amostra de agua
nao fortificada (Figura 4) é isento de picos cromato-
graficos nos tempos de retencédo dos analitos avaliados
(4,65 minutos para o imazapique; 5,24 minutos para a

ametrina; 6,80 minutos para a hexazinona; 12,65 minutos
para a sulfentrazona e 13,24 minutos para o diurom),
mostrando auséncia de possiveis interferentes e,
portanto, boa seletividade do método analitico.

Observa-se que para todos os herbicidas estudados, os
testes de recuperagédo variaram de 79,7% a 106%,
considerando as trés concentracdes avaliadas nas
fortificagbes (Tabela 1). Os intervalos aceitaveis dos
testes de recuperagdo para analise de residuos de
agrotoxicos estdo geralmente entre 70% e 120%, com
coeficientes de variagdo menores que 20% (RIBANI et
al., 2004). Assim, conclui-se que o método multirresiduo
proposto para a analise dos cinco herbicidas, em
amostras de agua, esta dentro do aceitavel e, portanto,
pode ser considerado validado para uso em estudos de
monitoramento ambiental onde se aplicou, a priori, os
herbicidas em questdo. Para amostras desconhecidas,
deve-se validar um método utilizando espectrometria de
massas, que permite a confirmacao dos compostos.

De maneira geral, as menores recuperacdes e maiores
variagdes foram observadas nos testes de recuperagéo
para a concentragéo de fortificagéo igual a 0,5 ng uL".
Importante mencionar que a eficiéncia da recuperacao
varia em funcéo da concentragéo testada, sendo que, na
maioria dos casos, sdo esperadas maiores variagdes
com a diminuigdo das concentracdes testadas (RIBANI
etal., 2004).
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Figura 4. Cromatograma da amostra de agua nao fortificada analisada por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Tabela 1. Recuperagbes médias (%) em amostras de agua superficial dos herbicidas ametrina, diurom, hexazinona,
sulfentrazona e imazapique, apés os testes de recuperagéao.

Herbicida

0,5
2,0
5,0
0,5
2,0
5,0

0,5
2,0
5,0
0,5
2,0
5,0
0,5
2,0
5,0

Ametrina

Diurom

Hexazinona

Sulfentrazona

Imazapique

Concentragdo (ng pL™)

Recuperagao média (%) (n=3)

80,7 £0,9 (1,9)
95,3 + 1,7 (3,0)
91,7 £0,3 (0,6)
79,7 5,6 (12,2)
99,3+0,7 (1,2)
100,0 + 0,6 (1,0)

81,3 £4,7 (9,9)
99,3 +0,9 (1,5)
99,3 0,7 (1,2)
91,0 £ 3,2 (6,1)
106,0 £ 1,2 (1,9)
100,0 £ 1,0 (1,7)
81,7 £2,3 (4,9)
99,3 + 0,3 (0,6)
96,3 0,9 (1,6)

“Média + erro padrao (coeficiente de variagdo em %).

Uma vantagem do método proposto (Figura 5) € sua
rapidez, ja4 que nao requer etapas de purificacdo dos
extratos das amostras, além de ser robusto e permitir a
determinacao simultanea dos cinco herbicidas utilizados
na cultura da cana-de-agucar. Assim, ha uma grande
economia de tempo e de reagentes que deveriam ser
gastos em métodos com determinac¢des individuais dos

cinco herbicidas e envolvendo a purificacdo dos
extratos. Outra peculiaridade do método proposto é a
possibilidade de se determinar e quantificar, simultanea-
mente, os residuos dos cinco herbicidas que possuem
caracteristicas fisico-quimicas diferentes (polaridade,
solubilidade, etc.) em apenas uma unica corrida
cromatografica.
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Figura 5. Etapas do método multirresiduo para determinacdo dos herbicidas ametrina, diurom, hexazinona, imazapique e
sulfentrazona em amostras de aguas superficiais utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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