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Resumo

A utilizacao de herbicidas no manejo de plantas daninhas é uma préatica
comum na agricultura. Devido ao fato de serem potencialmente téxicos aos
organismos, o destino destes produtos no ambiente deve ser investigado.
Para isso torna-se necessario a disponibilizacdo de metodologias rapidas e
eficientes para a deteccao e quantificacao destes produtos nos diversos
compartimentos ambientais.

Este trabalho descreve um método para a determinacao simultédnea de
hexazinona e diurom em amostras de solo. A extracao foi feita em metanol e
as andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), usando colu-
na de fase-reversa, C-18, fase mével metanol/adgua 70:30, v/v, deteccao e
quantificagao a 247 nm.

Os seguintes parametros de validacao foram obtidos: limite de deteccao do
método de 0,016 e 0,014 mg kg, limite de quantificacdo do método de
0,070 e 0,056 mg kg, linearidade de 0,010-2,50 mg L' (r>> 0,999);
recuperacao de 80 a 90% e 83 a 88%; precisdo intermediaria (%RSD) < 9
e < 10%, para hexazinona e diurom, respectivamente. O método mostrou
ser simples, eficiente e confidvel para a determinacao simultanea de residuos
dos herbicidas hexazinona e diurom em amostras de solo.

'Quimica, Ph. D. em Quimica, Embrapa Meio Ambiente, Rod. SP 340, km 127,5 - Caixa Postal 69,
Tanquinho Velho, 13.820-000 Jaguaritina, SP. sonia@cnpma.embrapa.br

2Quimica, Ph. D. em Quimica, Embrapa Meio Ambiente, Rod. SP 340, km 127,5 - Caixa Postal 69,
Tanquinho Velho, 13.820-000 Jaguariina, SP. veraf@cnpma.embrapa.br

3Quimica, Doutora em Quimica, Embrapa Meio Ambiente, Rod. SP 340, km 127,5 - Caixa Postal 69,
Tanquinho Velho, 13.820-000 Jaguaritina, SP. rosa@cnpma.embrapa.br

“Engenheiro Agronomo, Ph. D. em Fisiologia e Bioquimica, Embrapa Meio Ambiente, Rod. SP 340, km
127,5 - Caixa Postal 69, Tanquinho Velho, 13.820-000 Jaguaritina, SP. cerdeira@cnpma.embrapa.br



Method for Determination of
Hexazinone and Diuron in Soil

Abstract

This work presents an method for determination of the herbicides hexazinone
and diuron in soil. The extraction was made with methanol and the analyses
by high performance liquid chromatography (HPLC), using reversed-phase
column, C-18, mobile phase methanol/water 70:30, v/v, detection and
quantification at 247 nm. The following validation parameter were obtained:
limit of detection of method 0.016 and 0.014 mg kg™, limit of quantification
of method 0.070 and 0.056 mg kg'; linearity from 0.010 to 2.50 mg L™ (r?
> 0.999); recoveries from 80 to 90% and 83 to 88%; intermediary precision
(%RSD) < 9 and < 10%, for hexazinone and diuron, respectively. The
method showed be efficient and reliable for determination of the herbicides in
soil.

Keywords: Herbicides; High Performance Liquid Chromatoghaphy; Soil.
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1. Introducao

O uso de herbicidas de diferentes grupos quimicos na cultura da cana-de-
acUcar constitui pratica comum no manejo das plantas daninhas, tanto em
aplicacdes de pré-emergéncia como de pdés-emergéncia. Misturas de
herbicidas sdo amplamente utilizadas para aumentar o espectro de controle.

Os herbicidas hexazinona (classe das triazinonas) e o diurom (classe das
fenilureas); sdo nomes comuns para 3-ciclohexil-6-(dimetilamino)-1-metil-
1,3,b-triazina-2,4-(1H,3H)-diona e N'-(3,4-diclorofenil)-N, N-dimetilurea, res-
pectivamente (Figura 1). Estes produtos quimicos sao aplicados no campo
comumente na forma de mistura, sendo que o diuron possui maior eficiéncia
sobre as latifoliadas, ao passo que a hexazinona controla as gramineas.

Como a cultura de cana estd em expansao no Brasil e tais herbicidas sao
bastante utilizados, mas ainda pouco conhecidos nas condicdes climaticas
brasileiras, uma avaliacao mais detalhada desses herbicidas no ambiente é
imprescindivel (ROBERTS & KEARNEY, 1995). Para isso torna-se necessério
a disponibilizacao de metodologias rapidas e eficientes para a deteccao e
quantificacdo destes principios ativos nos diversos compartimentos
ambientais.

Existem varios métodos na literatura descrevendo técnicas para a determina-
cao de hexazinona e seus metabdlitos em diversas matrizes, incluindo,
eletroforese capilar (KUBILIUS & BUSHWAY, 1998) cromatografia gasosa
com detector seletivo para nitrogénio (HOLT, 1981), cromatografia liquida
com detector de UV/Vis (BOUCHARD & LAVY, 1983) e acoplada a
espectrometria de massas (FISCHER & MICHAEL, 1995). O diurom também
tem sido determinado por cromatografia liquida (LA PENA et al, 2003),
(MISZCZYK & PYKA, 2002).

O presente trabalho descreve um método para a determinacdo simultanea de
hexazinona e diurom em amostras de solo, baseado em extracdo com
metanol, seguida de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A vantagem de ser realizar a andlise em uma Unica corrida
cromatografica € o menor tempo e custo. Este método pode ser utilizado em
estudos de degradacao desses herbicidas no solo.
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Fig. 1. Estruturas dos herbicidas

2. Material e Métodos
2.1 Reagentes e Solventes

Os padroes de agrotéxicos foram hexazinona (99,9 %), doado pela DuPont e
diurom (99,0%) adquirido da CHEM-SERVICE.

Os solventes utilizados foram metanol PR, grau residuo (99,9%) e metanol
HPLC, grau cromatografico, ambos da TEDIA COMPANY INC.

2.2 Preparo das Solucdes Analiticas

As solucdes estoque dos padrdes foram preparadas em metanol PR, individu-
almente, na concentracdo de 1000 mg L™'. A partir destas, foram preparadas
solucoes individuais por diluicoes sucessivas dos padroes, também em
metanol PR, utilizadas nas fortificacOes das amostras. Posteriormente, uma
solucéo contendo os dois padroes a 100 mg L' foi preparada a partir da
diluicdo da solucdo estoque e a partir desta, foram obtidas as solucdes
intermediarias por meio de diluicoes sucessivas em fase mével (metanol
HPLC:agua 70:30, v/v). Estas solucoes foram utilizadas na determinacao da
linearidade do detector e na obtencao das curvas analiticas.

2.3 Equipamentos

Cromatoégrafo liquido da Agilent (Palo Alto, CA, USA), modelo 1100 Series;
constituido de uma bomba quaternaria, autoamostrador, desgaseificador, e
um detector espectrofotométrico de absorcédo no UV/Vis, de comprimento de
onda variavel.
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Incubadora refrigerada com agitador orbital Tecnal, modelo T-424
(Piracicaba, SP, Brasil).

2.4 Método Analitico

Vinte gramas de amostra de solo, latossolo vermelho, foram pesadas e
transferidas para erlenmeyers de 250 mL com tampa. Em seguida foram
adicionados 75 mL de metanol PR em cada amostra, deixadas sob agitacao
por 60 min, utilizando uma incubadora refrigerada com agitador orbital, com
temperatura controlada a 25°C e rotacao de 160 rpm.

As amostras foram deixadas em repouso por 30 min. e em seguida o
sobrenadante foi filtrado a vacuo utilizando um sistema de filtracao constitu-
ido de kitassato de 250 mL, funil de bicher e filtro de fibra de vidro de 70 mm
de didametro, GF/C da Whatman. O processo foi repetido mais duas vezes
usando 35 mL de metanol PR, agitado por 30 min, sendo que a ultima
filtracao foi feita imediatamente apds a agitacao e o solo totalmente transfe-
rido para o funil, lavando com pequenas quantidades de metanol PR.

O filtrado foi transferido para um baldo de 250 mL e o solvente foi totalmente
evaporado em rotaevaporador, a 30°C + 1°C e 120 rpm. O residuo foi
ressuspenso com 10 mL de fase movél metanol HPLC:4gua (70:30); v/v, com
o auxilio de uma pipeta volumétrica. Com o auxilio de uma micropipeta
calibrada uma aliquota de 1 mL foi transferida para um tubo graduado e
adicionado mais 3 mL da fase mével, com auxilio de uma pipeta volumétrica
de 3 mL (volume final = 4 mL). O tubo foi agitado vigorosamente e em
seguida as amostras foram filtradas em filtros Millipore de 0,45 mm e injeta-
das no cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia. Utilizou-se coluna C,; Synergi
Fusion de 15 cm e 4,6 mm x 4 mm de didmetro interno. A fase moével
empregada foi metanol HPLC: 4gua (70:30) v/v; vazdo 1 mL min', detector
ultra violeta (UV) com comprimento de onda 247 nm e volume de injecao de
20 pL.

Para validacao 20 g de amostras de solo, isentas dos herbicidas, foram
fortificadas nas concentracdes 0,07; 0,14 e 0,7 mg kg’ para a de
hexazinonae 0,056; 0,112 e 0,560 para o diurom com auxilio de uma
micropipeta calibrada, espalhando 1 mL da solugao padrao em metanol sobre
as amostras. As amostras fortificadas foram homogeneizadas e deixadas em
repouso por 15 min para evaporacao do solvente e agregacao do herbicida no
solo. Amostras nao fortificadas foram analisadas como testemunhas.
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Os resultados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) com o
auxilio do aplicativo Excel. Para o estudo de precisdao do método, os coeficien-
tes de variacao obtidos a partir dos valores referentes ao ensaio de recupera-
céo sdo considerados adequados quando iguais ou inferiores a 15%, confor-
me recomendado GARP, 2002, Tabela 2. Os desvios padrao relativo de
repetitividade e precisdo intermediaria (RSD) foram calculados para n=3
utilizando-se da mistura padrao nas concentracdes de 0,07; 0,14 e 0,7 mg
kg’ para a hexazinona e de 0,056; 0,112 e 0,560 para o diurom.

3. Resultados e Discussao

A Fig. 2 mostra os cromatogramas referentes as amostras testemunha e
fortificada. As curvas analiticas do hexazinona e do diurom (Tabela 1) mos-
traram ser lineares na faixa de 0,01 - 2,5 mg L', pois apresentaram valores
de coeficiente de determinacéo, r2> 0,999 e os graficos de residuos ndo
demonstraram tendéncias. Os limites de deteccao (LOD) e de quantificacao
(LOQ) foram calculados utilizando a razao sinal/ruido de 3 e 10 vezes, res-
pectivamente, conforme descrito no GARP (2002). Os valores do método de
LOD obtidos foram 0,016 mg Kg' e 0,014 mg Kg' e de LOQ foram 0,070
mg Kg' e 0,056 mg Kg' para a hexazinona e o diurom, respectivamente.
Apés a pré-concentracao, estes valores correspondem a uma concentracao
final na solucéo de 0,035 mg L' e de 0,028 mg L, respectivamente. Estes
resultados indicam que o método é suficientemente sensivel para detectar a
presenca do herbicida em niveis baixos de concentracdo. A exatidao do
método foi determinada por meio da obtencao da % de recuperacdo média
das amostras fortificadas, em 3 niveis (1x LOQ, 2x LOQ e 10 x LOQ), em
triplicatas (Tabela 2). O valor médio foi de 92 e 88 %, para a hexazinona e
diurom, respectivamente, e se encontram dentro da faixa de 70-120%, que
é a considerada aceitavel (GARP, 2002). Os desvios padrao relativo de
repetitividade para a hexazinona e para o diurom foram <9 e 10%, respecti-
vamente. As precisoes intermedidrias para a hexazinona e para o diurom
foram < 3 e 13%, respectivamente. Estes valores de precisao indicam que o
método estd em consonancia com a literatura, onde valores < 15% séao
considerados aceitaveis (GARP, 2002).
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Fig. 2. Cromatogramas das amostras: A) Testemunha e B) Fortificada inicialmente em 0,070 mg kg e
0,056 mg kg para: 1 = HEXAZINONA 2 = DIUROM; respectivamente.

Tabela 1. Curvas Analiticas por Herbicidas

Curvas analiticas

Herbicida a b r?
Hexazinona

0,01-05mgL"” 0,0 0,0691 0,999
0,10-2,5mgL" 0,0 0,0719 0,999
Diurom

0,01-0,5mgL" 0,0 0,1118 0,999
0,10-2,5mgL"’ 0,0 0,1149 0,999

Nota: Y = a+ bx, a = coeficiente linear, b = coeficiente angular, r> = coeficiente de determinagcéo
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Tabela 2. Recuperacdes e Precisdes (RSD%) dos Herbicidas Hexazinona e Diuron (N =3)

Herbicida Fortificacao Recuperagbes Repetitividade® Precisao
(mg kg™ Médias R.S.D. (%) intermediaria®
(%) R.S.D. (%)
Hexazinone 0,070 80 9
0,140 90 3 3
0,700 89 7
Diuron 0,056 83 10
0,112 86 3 13
0,560 38 2

a = mesmo dia , mesmo analista e mesmo equipamento.
b = trés dias diferentes, mesmo analista e mesmo equipamento.

4. Conclusao

O método proposto mostrou, por meio dos parametros de validacao, ser
simples, eficiente e confiavel para a determinacao simultanea de residuos dos
herbicidas em amostras de solo.
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