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METODO PARA A DETERMINACAO DE HEXAZINONE E TEBUTIURON EM AGUA
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METHOD FOR DETERMINATION OF HEXAZINONE AND TEBUTHIURON IN WATER. This work presents an alternative
method for determination of the herbicides tebuthiuron and hexazinone in ground water. The extraction was made with
dichloromethane and the analyses by high performance liquid chromatography (HPLC), using reversed-phase column, C-18, mobile
phase methanol/water 50:50, v/v, detection and quantification at 247 nm. The following validation parameters were obtained: limit
of detection of method 0.02 and 0.03 ug L', limit of quantification of method 0.07 and 0.09 ug L*'; linear range limit of quantification
of instrument — 300 pg L' (> 0.998); recoveries from 90.3 to 108.2% and 90.3 to 101.6%; intermediary precision (%RSD) < 8
and < 6%, for hexazinone and tebuthiuron, respectively. The method showed to be efficient and reliable for determination of the

herbicides in ground water.
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INTRODUCAO

Os sistemas de producdo intensivos elevam a necessidade de
uso de agroquimicos, os quais aumentam os niveis de nitrato, fosfato
e as concentragdes residuais dos agrotoxicos, ou de seus metabdlitos,
que, por sua vez, podem comprometer a qualidade das dguas su-
perficiais e subterraneas. A deriva de agrotéxicos, ocorrida durante
o processo de aplicaciio dos produtos, diminui a eficiéncia da apli-
cagdo, além de comprometer a qualidade da flora e da fauna nati-
vas, assim como da dgua local e de outras regides, sem falar da
propria saide do trabalhador rural e de comunidades vizinhas.

Os agrotdxicos possuem diferentes estruturas e atividades bio-
l6gicas, que os tornam bastante diferenciados quanto a seus efeitos
de ordem fitossanitdria. Estes, alids, sdo os principais motivos pe-
los quais sdo amplamente utilizados na agricultura. Devido ao fato
de serem potencialmente toxicos aos organismos, o destino destes
produtos no ambiente deve ser investigado'.

As dreas de recarga direta ou de afloramento do Agqiiifero
Guarani t€m se mostrado bastante expostas ao risco de degrada-
¢do, seja pelo uso intenso de agrotéxicos seja por processos erosivos,
principalmente devido a dois fatores fundamentais: a) alta
vulnerabilidade natural das mesmas e b) avanco das atividades agri-
colas sobre elas, sem critério em relacdo a aptiddo ou mesmo de
capacidade de uso de seus solos.

Os herbicidas hexazinone (classe das triazinonas) e o tebutiuron
(classe das fenilureas), dentre outros, vém sendo aplicados intensi-
vamente no cultivo de cana-de—agucar, na regido de Ribeirdo Pre-
to. Na microbacia do Cérrego Espraiado, localizado nesta regido,
encontra-se um dos pontos de recarga do aqiiifero Guarani, que sio
dreas susceptiveis a contaminag@o por agrotoxicos devido a mono-
cultura da cana-de-agticar e a presenca de solo arenoso®®. Confor-
me citado na literatura, o hexazinone e o tebutiuron (Figura 1) pos-
suem alto potencial de lixiviagdo e, conseqiientemente, podem atin-
gir as dguas subterraneas®. Assim, hd necessidade de se realizar um
monitoramento da qualidade da dgua oriunda deste local, para ga-
rantir a saide da populacdo. Para isso torna-se necessdria a
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disponibilizacdo de metodologias rdpidas e eficientes para a
deteccdo e quantificagdo destas espécies.
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Figura 1. Estruturas dos herbicidas: 1) hexazinone e 2) tebutiuron

Existem vérios métodos na literatura descrevendo técnicas para
a determinagdo de hexazinone e seus metabdlitos em vdrias matri-
zes, incluindo eletroforese capilar’, cromatografia gasosa com
detector seletivo para nitrogénio®, cromatografia liquida com detector
de UV/Vis’ e acoplada a espectrometria de massas®. Um método
para a determinacdo multirresiduos de agrotdxicos, baseado em ex-
tragdo em fase sélida seguido de CLAE, foi proposto por Queiroz e
colaboradores’, entretanto o método inclui apenas o tebutiuron.

Assim, o presente trabalho apresenta um método, baseado em
extragdo liquido-liquido seguida de CLAE, para a determinacio
simultdnea de hexazinone e tebutiuron em amostras de dgua.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solventes

Os padrdes de agrotéxicos foram tebutiuron (99,5%) adquirido
da firma Dr. Ehrenstorfer e hexazinone (99,9%) doado pela DuPont.
O sulfato de sédio anidro, p.a. (99%), foi obtido da Ecibra.

Os solventes utilizados foram diclorometano, grau residuos
(99,9%) da Tedia; acetona, grau P.A., da Allkimia e metanol, grau
cromatogréfico, da Mallinckrodt Ultimar.

Preparo das solucdes analiticas

As solugdes estoque dos padrdes foram preparadas em metanol,
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individualmente, na concentra¢io de 1000 mg L. Uma solugio
contendo os dois padrdes a 100 mg L' foi preparada também em
metanol, a partir da dilui¢do da solugdo estoque. Posteriormente,
foram obtidas as solucdes intermedidrias e as de trabalho por meio
de dilui¢des sucessivas em fase mével (metanol:agua 50:50, v/v).
Estas solucdes foram utilizadas na determinag@o da linearidade do
detector, nas fortificacdes das amostras e na obtencio das curvas
analiticas.

Extracio das amostras fortificadas

Um volume de 250 mL de amostra, 4gua mineral natural
Minazul, fortificada nas concentrag¢des de 0,1; 0,5 e 1,0 pg L' foi
extraido com 3 porg¢des de 50 mL de diclorometano. Em seguida o
solvente foi evaporado até cerca de 0,5 mL, utilizando um
rotaevaporador (Biichi). O extrato foi seco com sulfato de sédio
anidro, transferido quantitativamente para um tubo de ensaio e eva-
porado sob fluxo lento de nitrogénio. O residuo foi redissolvido
em 1 mL de dgua, filtrado em membrana de 0,45 um sendo 100 uL
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Equipamento

Foi utilizado um cromatégrafo liquido da Agilent, modelo 1100
Series; constituido de uma bomba quaterndria, autoamostrador,
desgaseificador, e um detector espectrofotométrico de absorcdo no
UV/Vis, de comprimento de onda varidvel. A coluna utilizada foi
da Mallinckrodt Baker, modelo Bakerbond HPLC, C18, 4,6 x 250
mm x 5 pm. As condi¢gdes de operagdo foram: fase modvel
dgua:metanol (50:50, v/v), elui¢do isocrética, vazdo 1 mL min',
tempo de corrida de 15 minutos e deteccdo no UV em 247 nm.

A validacdo do método proposto foi obtida por meio da avalia-
¢do dos parametros de linearidade, limite de detec¢do (LOD), li-
mite de quantificagdo (LOQ), exatiddao e precisdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho descreve um método analitico que estd sendo uti-
lizado na determinagdo dos herbicidas hexazinone e tebutiuron em
dgua subterranea proveniente do Aqiiffero Guarani. O monitora-
mento destes principios ativos em dgua subterranea ¢ de grande
relevancia neste sistema hidrolégico onde a vulnerabilidade € alta,
e especialmente porque a dgua subterrinea, nesse caso, € a fonte
primdria (ou principal) de dgua potdvel que abastece a populagdo,
particularmente no Estado de Sdo Paulo.

O método € baseado em extragdo liquido-liquido, que embora
trabalhoso € mais barato do que os métodos que usam extragdo em
fase sdlida, onde os cartuchos sdo caros e depende muitas vezes de
importagao.

A resolu¢@o na linha de base dos herbicidas foi obtida, apds
um estudo intensivo das condi¢des cromatograficas, utilizando uma
coluna de fase reversa tipo C-18 e eluicdo isocrdtica com uma mis-
tura de metanol/dgua 50:50, v/v. A Figura 2 mostra os cromato-
gramas obtidos das amostras branco e fortificada. Pode-se obser-
var que ndo hd picos de interferentes coeluindo nos tempos de re-
tengdo dos compostos estudados.

O solvente utilizado na extrag¢@o foi o diclorometano, pois €
um dos mais utilizados devido a capacidade de extrair compostos
tendo uma ampla gama de polaridades e ¢ fécil de evaporar, tor-
nando a concentracdo da amostra rapida.

Ap0s a otimizagdo das condig¢Oes de extragdo e cromatograficas,
o método foi validado. A validagdo € necessdria para garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos.
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Figura 2. Cromatogramas das amostras: a) branco e b) fortificada

inicialmente em 0,1 ug L. 1 = tebutiuron e 2 = hexazinone

Na validacdo o primeiro e mais simples parametro a ser avali-
ado € a linearidade, que € obtida plotando os valores de drea versus
a concentracdo da solugdo analitica. Realiza-se uma regressao li-
near pelo método dos minimos quadrados e verifica-se se o coefi-
ciente de determinac@o, r?, é adequado. Os desvios da linearidade
muitas vezes sao dificeis de serem detectados visivelmente, sendo
assim sua adequacdo foi verificada por meio do célculo dos residu-
os entre os valores medidos e os valores calculados a partir da
equacdo de regressdo'’. As curvas analiticas obtidas para o hexa-
zinone e para o tebutiuron mostraram ser lineares na faixa do limi-
te de quantificagdo do instrumento — 300 pg L' pois apresentaram
valores de r* 0,9976 e 0,9987, respectivamente, e os graficos dos
residuos ndo demonstraram tendéncias.

Os limites de detec¢do (LOD) e os limites de quantifica¢do
(LOQ) do instrumento foram calculados utilizando a razao sinal/
ruido de 3 e 10 vezes, respectivamente. Os valores, referentes ao
instrumento, do LOD foram 5 e 8 pg L' e LOQ 18 ¢ 22 pg L' para
o hexazinone e para o tebutiuron, respectivamente. Os valores, re-
ferentes ao método, do LOD foram 0,02 e 0,03 ug L' e LOQ
0,07 e 0,09 ug L', para o hexazinone e para o tebutiuron, respecti-
vamente. Estes resultados indicam que o método € suficientemen-
te sensivel para detectar a presenga dos herbicidas em niveis bai-
xos de concentrag@o. As curvas analiticas estdo apresentadas na
Tabela 1.

Tabela 1. Curvas analiticas dos herbicidas

Curvas analiticas

Herbicida a b 1’
Hexazinone 2,5198 0,4508 0,9976
Tebutiuron 4,2456 0,6393 0,9987

Nota: Y = a+ bx, a = coeficiente linear, b = coeficiente angular, 1> =
coeficiente de determinac@o.

A exatiddo do método foi determinada por meio da obtencdo
da % de recuperacdo média das amostras fortificadas em triplicatas.
Os valores obtidos encontram-se descritos na Tabela 2 e estdo den-
tro da faixa de 70-110%, que € considerada aceitdvel''.

A precisdo, na Tabela 2, foi calculada por meio de repeticdes
realizadas no mesmo dia, nas mesmas condi¢des cromatograficas



382 Ferracini et al.

Quim. Nova

Tabela 2. Recuperacdes e precisdes (RSD %) dos herbicidas hexazinone e tebutiuron (n=3)

Herbicida Fortificacdo Recuperagdes Repetitividade® Precis@o intermedidria®
(ug LY médias (%) R.S.D. (%) R.S.D. (%)

Hexazinone 0,1 108,2 2,2 7,7

0,5 93,2 3.9 2,1

1,0 90,3 32 33
Tebutiuron 0,1 101,6 1,2 5,4

0,5 90,9 3,2 5,8

1,0 90,3 1,9 5,0

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

e pelo mesmo analista, sendo este tipo de precisao denominado de
repetitividade. Também foi avaliada em trés dias diferentes, a fim
de se determinar a precisdo intermedidria. Os valores obtidos fo-
ram < 8%, indicando que o método estd em consondncia com a
literatura, onde valores < 20% sdo considerados aceitdveis''.

CONCLUSAO

O método proposto mostrou, por meio dos parametros de vali-
dagdo, ser eficiente e confidvel para a determinacdo dos herbicidas
tebutiuron e hexazinone em amostras de dgua subterranea. A extra-
¢do liquido-liquido apresenta vantagens sobre a extra¢do em fase
solida em relacdo ao custo, facilidade de obten¢do do solvente e,
principalmente, quanto a simplicidade, uma vez que utiliza mate-
riais facilmente encontrados em laboratério.
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