
PREPARO DE AMOSTRAS

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):89-100

Instituto Internacional de Cromatografia

DOI: http://dx.doi.org/10.4322/sc.2013.007

ISSN 1984-4433

Determinação de resíduos de herbicidas em águas de lavoura de 
arroz irrigado empregando Extração em Fase Sólida e Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência com detecção por Arranjo de Diodos

Fábio Ferreira Gonçalves, Fábio da Silva de Matos, Renato Zanella*
Laboratório de Análises de Resíduos de Pesticidas, Departamento de Química,  

Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, Cep 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil 
e-mail: larp_rz@yahoo.com.br

Resumo

Os herbicidas aplicados nas lavouras são, em geral, persistentes e podem poluir os mananciais hídricos. 
Portanto, o presente trabalho objetivou o desenvolvimento e a validação de um método para a 
determinação de resíduos dos herbicidas clomazona, imazapique e imazetapir em água de lavoura de 
arroz irrigado. O método envolve o preparo de amostra empregando Extração em Fase Sólida, para 
permitir um fator de concentração adequado, e a quantificação por Cromatografia Líquida de Alta 
Eficiência com detecção por Arranjo de Diodos. Após otimização dos parâmetros de extração e análise, 
o método foi validado avaliando-se curva analítica, linearidade, limites de detecção e de quantificação, 
precisão (repetitividade e precisão intermediária) e exatidão. Os resultados mostraram excelente 
linearidade para todos os compostos (r2 > 0,99) na faixa entre o limite de quantificação e 2,5 mg L–1. O 
método apresentou recuperações entre 81% e 107%, com RSD < 9%, e foi aplicado na determinação de 
resíduos dos herbicidas em água de lavoura irrigada, com limites de quantificação (LOQ) de 0,12 µg L–1 
para imazapique e imazetapir, e de 0,25 µg L–1 para clomazona.
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Determination of herbicide residues in rice paddy water by Solid Phase Extraction 
and High Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection

Abstract

The herbicides used on crops are generally persistent and can pollute water supplies. Therefore, this study 
aimed to develop and validate a method for the determination of residues of the herbicides clomazone, 
imazethapyr and imazapic in rice paddy water. The method involves sample preparation using Solid 
Phase Extraction, to allow an appropriate concentration factor, and quantification by High Performance 
Liquid Chromatography with Diode Array Detection. After optimization of the extraction and analysis 
parameters, the method was validated by evaluating analytical curve, linearity, limits of detection and 
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1	 Introdução

A determinação de resíduos de agrotóxicos 
em amostras ambientais tem atraído a atenção 
de pesquisadores devido ao amplo uso de tais 
compostos, bem como seu impacto ambiental[1]. 
O uso intensivo de agrotóxicos pode levar à sua 
retenção nas culturas e no solo e, assim, principal-
mente por escoamento ou lixiviação, eles podem 
atingir as águas superficiais e subterrâneas[2]. As 
concentrações baixas de agrotóxicos permitidas 
pela legislação fazem com que aumente a busca 
por limites de quantificação cada vez menores, 
com o desenvolvimento de métodos de extração 
cada vez mais sensíveis[3].

O preparo de amostra é fundamental para 
o desenvolvimento de um método analítico. A 
Extração em Fase Sólida (Solid Phase Extraction, 
SPE) tem se tornado uma das técnicas de concen-
tração e limpeza de extratos mais empregada em 
métodos analíticos, principalmente no preparo 
de amostras de água visando a determinação de 
compostos orgânicos[4]. A SPE apresenta as van-
tagens de baixo consumo de solvente, altos fato-
res de concentração e boas recuperações. Apesar 
de ser a técnica mais empregada para compos-
tos com ampla faixa de polaridade em amostras 
aquosas[5-8], Pichon et al.[9] descreveram a dificul-
dade de trabalhar com analitos que apresentam 
polaridades muito diferentes, principalmente em 
relação à eluição e fortes retenções.

Segundo Caldas et al.[10], os sorventes mais 
usados na SPE para extração de agrotóxicos em 
água são: C18, usado na extração de herbici-
das[11,12], inseticidas[13,14] e para diversas classes 
químicas[15,16], bem como os sorventes poliméri-
cos que são empregados para diferentes classes 
de agrotóxicos[17,18]. Uma das principais van-
tagens da SPE é a vasta gama de sorventes dis-
poníveis, que abrange uma ampla gama de pro-
priedades de analitos, inclusive analitos polares e 
apolares[19,20].

Os agrotóxicos retidos nos cartuchos de SPE 
são eluídos com um pequeno volume de solvente 
adequado para a análise. É importante a escolha 
do solvente de eluição, pois ele deve eluir os ana-
litos e minimizar a eluição de interferentes, prin-
cipalmente de moléculas com alta massa molar, 
que podem afetar a análise cromatográfica. A 
escolha do solvente de eluição é um parâmetro 
importante e está diretamente relacionada com 
a polaridade do agrotóxico e do sorvente esco-
lhido[10].

O aumento do uso de agrotóxicos de caráter 
mais polar, considerados mais facilmente degra-
dáveis, influencia nas técnicas de determinação 
que podem ser empregadas. Esses compostos, 
bem como seus metabólitos, dificilmente podem 
ser determinados por Cromatografia Gasosa 
(Gas Chromatography, GC) sem uma etapa 
de derivatização[3], demandando o desenvolvi-
mento de métodos que utilizam a Cromatografia 

quantification, precision (repeatability and intermediate precision) and accuracy. The results showed 
excellent linearity for all compounds (r2 > 0.99) in the range between the limit of quantification and 
2.5 mg L–1. The method showed recoveries between 81 and 107%, with RSD < 9%, and was applied for 
the determination of residues of herbicides in rice paddy water with limits of quantification (LOQ) of 
0.12 µg L–1 for imazapic and imazethapyr, and of 0.25 µg L–1 for clomazone.
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Líquida de Alta Eficiência (High Performance 
Liquid Chromatograhy, HPLC)[21-23]. Publicações 
recentes destacam a tendência de se utiliza-
rem técnicas sofisticadas como Cromatografia 
Líquida e Cromatografia Gasosa acopladas a 
Espectrometria de Massas na determinação de 
resíduos de agrotóxicos em matrizes ambien-
tais[24,25]. No entanto, métodos que utilizam HPLC 
com detecção por arranjo de diodos (Diode 
Array Detection, DAD) ainda são empregados, 
principalmente para a análise de herbicidas mais 
polares, pois não demandam um elevado investi-
mento em instrumentação[23,26-29].

Herbicidas do grupo das imidazolinonas, 
com amplo espectro de atuação no controle de 
plantas daninhas e alta persistência no solo e na 
água[30], tais como imazapique e imazetapir, são 
empregados em larga escala na agricultura pela 
sua eficiência, mesmo em baixas doses de aplica-
ção. Apesar de sua baixa toxicidade para mamí-
feros e outros animais, para muitos herbicidas 
desse grupo, uma concentração de 0,1 µg L–1 
em água tem sido considerada como tóxica para 
plantas não alvo[31]. O herbicida clomazona per-
tence ao grupo das isoxazolidinonas e é muito 
utilizado na cultura do arroz irrigado. De apli-
cação pré-emergente, esse herbicida também é 
bastante utilizado no Brasil para culturas de soja, 
cana-de-açúcar, fumo e algodão.

O herbicida clomazone, 2-[(2-clorofenil)
metil]-4,4-dimetil-3-isoxazolidinona, é alta-
mente solúvel em água (1.100 mg L–1) e seu 
tempo de meia-vida em estudos de campo em 
diversos tipos de solo variou de 4 a 12 semanas[32]. 
Consequentemente, as propriedades físico-
-químicas da clomazona apontam-na como uma 
potencial poluidora do meio ambiente aquático e 
de águas subterrâneas[33]. A clomazona foi detec-
tada na maioria das amostras de água de rio cole-
tadas nas regiões produtoras de arroz irrigado do 
sul do Brasil[12].

Os herbicidas imazapique, ácido 2-[(RS)-
4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-
il]-5-metil nicotínico, e imazetapir, ácido 
5-etil-2-[(RS)-4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-
-imidazolin-2-il]nicotínico, pertencem ao grupo 
das imidazolinonas aplicados, em alguns casos, 
em formulações contendo a mistura dos dois 
compostos. No Brasil, o herbicida imazapique 
tem uso autorizado para as culturas arroz, cana-
-de-açúcar, amendoim e milho e o imazetapir, 
para arroz, feijão e soja. Imazapique e imazeta-
pir são altamente solúveis em água, com 2.200 e 
1.400 mg L–1, respectivamente[30]. Os valores da 
constante de dissociação ácida (pKa) para imaza-
pique são 2,0 e 3,6 e para imazetapir são 2,1 e 3,9, 
indicando que os dois são herbicidas ácidos[30].

Estudo desenvolvido por Santos  et  al.[34] 
demonstrou que o período de detecção dos her-
bicidas na água de irrigação foi mais longo para 
imazetapir que para clomazona. A meia-vida do 
imazetapir na água variou conforme a dosagem 
aplicada, com valores entre 1,6 e 6,2 dias, e para 
clomazona foi de cinco dias. Os herbicidas clo-
mazona, imazetapir e imazapique dissolvidos em 
água apresentam alto potencial de contamina-
ção de águas superficiais pelo transporte. Os três 
herbicidas avaliados apresentam risco potencial 
de contaminação de águas subterrâneas, tanto 
avaliando-se pelos critérios do EPA como pelo 
método de GUS[35].

A Figura 1 apresenta as estruturas dos her-
bicidas estudados, onde se destaca o grupamento 
carboxílico do grupo das imidazolinonas.

Neste trabalho foi desenvolvido e validado 
um método para a determinação de resíduos 
dos herbicidas clomazona, imazapique e imaze-
tapir em água de lavoura irrigada, uma vez que 
são amplamente utilizados no cultivo do arroz 
irrigado e possuem considerável persistência no 
meio ambiente. Para o preparo de amostra avalia-
ram-se a eficiência dos sorventes a base de sílica 
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modificada com C18 e a eficiência do sorvente 
polimérico. A análise por HPLC-DAD permitiu 
a confirmação da presença e a quantificação, pelo 
espectro de absorção molecular, dos agrotóxicos 
estudados, com boa resposta e baixo custo.

2	 Experimental

2.1	 Reagentes e materiais

Foram utilizados padrões dos herbicidas 
clomazona, imazetapir e imazapique com 93,0, 
98,0 e 99,0% de pureza, respectivamente, obtidos 
da firma Dr. Ehrenstorfer (Alemanha). A solu-
ção estoque, na concentração de 1.000 mg L–1, foi 
preparada em acetonitrila e mantida a –16 °C. As 
soluções analíticas foram preparadas por dilui-
ção da solução estoque em acetonitrila.

Foram utilizados como solventes acetonitrila 
e metanol, grau HPLC, bem como diclorome-
tano, grau resíduos de pesticidas (Mallinckrodt, 
EUA), água purificada em sistema Direct-Q 
UV3® da Millipore (EUA) e ácido fosfórico grau 
analítico 85% (Merck, Brasil).

Os sorventes avaliados em SPE em cartucho 
foram: Strata C18-E (sorvente à base de octade-
cilsilano), 500 mg/3 mL e tamanho médio das 
partículas de 55 µm, e Strata-X (sorvente poli-
mérico à base de estireno-divinilbenzeno com 

superfície modificada), 200 mg/3 mL e tamanho 
médio das partículas de 33 µm, ambos adquiri-
dos da Phenomenex (EUA).

2.2	 Instrumentação e análise 
cromatográfica

Cromatógrafo a líquido Varian (EUA), com-
posto por bomba modelo ProStar 210 e detector 
por arranjo de diodos ProStar 335, sistema de 
aquisição de dados Star Workstation 6.0, coluna 
analítica Synergi 4 µ Fusion RP-80 (250 × 4,6 mm, 
d.i.; 4 µm) e coluna de guarda do mesmo mate-
rial (4 × 3 mm), ambas da firma Phenomenex 
(EUA). A fase móvel consistiu de uma mistura de 
acetonitrila: água (60: 40, v/v), pH 3,0 ajustada 
com ácido fosfórico, na vazão de 0,8 mL min–1. 
Foi utilizado um volume de injeção de 20 µL e 
a detecção foi efetuada em 220 nm para cloma-
zona e 254 nm para imazetapir e imazapique. Os 
espectros de absorção molecular foram adquiri-
dos entre 200 nm e 350 nm.

2.3	Avaliação das condições para o 
preparo de amostra por SPE

Na etapa de SPE empregou-se um sistema 
manifold com capacidade para 12 cartuchos 
(Phenomenex, EUA) e uma bomba de vácuo 
modelo TE-058 (Tecnal, Brasil). Foram realiza-

Figura 1  Estruturas dos herbicidas estudados.
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das as seguintes etapas na SPE: (i) condiciona-
mento; (ii) percolação da amostra na vazão de 
cerca de 5 mL min–1 e (iii) eluição.

O procedimento de extração foi otimizado 
em termos do cartucho de extração, pH e volume 
da amostra e do solvente de eluição, empregando 
amostras branco fortificadas com os herbici-
das em estudo. Foram avaliados os sorventes 
Strata C18 e o sorvente polimérico Strata-X, 
contendo 500 mg e 200 mg, respectivamente. O 
volume de amostra foi escolhido em função do 
volume de breakthrough, o qual ocorre quando 
os agrotóxicos não são fortemente retidos pelo 
sorvente ou quando a capacidade do sorvente é 
excedida. Foram estudados volumes de amostra 
entre 50 mL e 500 mL, com massa dos analitos 
constante. Considerando que os herbicidas ima-
zetapir e imazapique podem se ionizar e, assim, 
afetar a retenção nos sorventes, foram avaliados 
os valores de pH da amostra ajustados em 2,0 e 
3,0, bem como sem correção de pH (6,0).

Foi analisada uma amostra de água de 
lavoura irrigada que não apresentou nenhum 
interferente no tempo de retenção dos compos-
tos de interesse. Essa amostra foi usada para rea-
lizar as fortificações necessárias para avaliar a 
recuperação do método.

2.4	 Procedimento de extração SPE 
otimizado

Os cartuchos de extração em fase sólida 
foram primeiramente condicionados com 3 mL 
de metanol, 3 mL de água purificada para retirar 
o excesso de metanol e 3 mL de água purificada 
pH 2,0. Um volume de 100 mL de água de super-
fície branco, com pH ajustado em 2,0, fortificada 
com os analitos de interesse, foi percolada através 
do cartucho, em sistema manifold, a uma vazão 
de aproximadamente 5 mL min–1, com auxílio de 
vácuo. Após a etapa de concentração, 3 mL de 
água purificada foram percolados e o cartucho 

foi seco pela aplicação de vácuo por 15 min. Na 
sequência foi efetuada a eluição dos analitos reti-
dos no cartucho, utilizando-se duas alíquotas de 
1,0 mL da mistura diclorometano: metanol (65: 
35, v/v), com tempo de interação de 1 min após 
cada alíquota. Para injeção no sistema HPLC-
DAD, o solvente foi evaporado com o auxílio de 
nitrogênio e o residual redissolvido em 500 µL da 
fase móvel, resultando em um fator de concen-
tração de 200 vezes.

2.5	Validação do método

A garantia de métodos analíticos confiáveis é 
cada vez mais reconhecida e exigida. Para garan-
tir que o método proposto gere informações com 
qualidade, ele foi submetido a um procedimento 
de validação. Definidas as melhores condições 
para análise dos herbicidas, foi efetuada a valida-
ção do método segundo os parâmetros descritos 
a seguir:

•	 Linearidade e curva analítica: A linearidade 
do método foi observada pela equação  da 
regressão linear (y = ax + b), sendo consi-
derado como evidência de um ajuste ideal 
um coeficiente de determinação (r2) maior 
que 0,99. A curva analítica foi obtida pela 
análise em triplicata de soluções analíticas 
contendo a mistura dos herbicidas numa 
faixa de concentração de 0,02 mg L–1 a 
2,5 mg L–1, para imazapique e imazetapir, e 
de 0,04 mg L–1 a 2,5 mg L–1 para clomazona.

•	 Limite de detecção (LOD) e de quantificação 
(LOQ): Os limites foram estabelecidos 
considerando-se LOD e LOQ como sendo 
a concentração que produz uma relação 
sinal-ruído correspondentes a 3 e 10 vezes, 
respectivamente[36].

•	 Exatidão (recuperação): A exatidão foi 
avaliada pela realização de ensaios de recu-
peração[37], aplicando-se o método proposto 
em amostras branco fortificadas, em 
triplicata e em três diferentes níveis de forti-
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ficação, correspondendo a 1, 5 e 10 vezes o 
limite de quantificação do método. Foram 
consideradas aceitáveis recuperações entre 
70% e 120%[38].

•	 Precisão (repetitividade e precisão interme-
diária): A precisão do método, em termos 
de repetitividade (RSDr), foi efetuada no 
mesmo dia, pelo mesmo operador e com 
extração em triplicata das amostras fortifi-
cadas – cada extrato foi analisado três vezes. 
Para avaliar a precisão intermediária (RSDpi) 
do método, utilizaram-se dias e operadores 
diferentes para a análise.

2.6	Aplicabilidade do método

O método desenvolvido e validado foi apli-
cado para a determinação de resíduos dos her-
bicidas imazetapir, imazapique e clomazona em 
amostras de água de rios e lagos, além de estudos 
de dissipação em água de lavouras de arroz irri-
gado. A aplicação do método em diferentes águas 
visa avaliar a eficiência do método e a ocorrência 
de interferentes. As amostras foram coletadas em 
frascos de vidro âmbar e armazenadas em tem-
peratura entre 1 °C e 4 °C, ao abrigo da luz.

3	 Resultados e discussão

3.1	Análise cromatográfica por HPLC-
DAD

Os cromatogramas da Figura  2, obtidos 
por HPLC-DAD de uma mistura dos três her-
bicidas na concentração de 1,0 mg L–1, apresen-
taram uma boa separação entre os herbicidas 
em estudo. A Figura  2 apresenta também os 
espectros de absorção molecular entre 200 nm e 
350 nm obtidos por HPLC-DAD para os herbici-
das em estudo. Esses espectros foram utilizados 
para obter-se o comprimento de onda máximo 
de absorção de cada herbicida, nas condições 
da separação cromatográfica, e para confirmar a 
identidade dos picos, através da comparação dos 
espectros obtidos para os padrões e amostras.

O comprimento de onda para a detecção de 
clomazona foi selecionado no máximo de absor-
ção (220 nm). Para imazetapir e imazapique o 
máximo de absorção ocorre em 212 nm, entre-
tanto, para a quantificação desses herbicidas, 
optou-se pelo comprimento de onda de segunda 

Figura 2  Cromatogramas de uma solução analítica contendo 1,0 mg L–1 de imazapique (tR 4,3 min), imazetapir 
(tR 4,7 min) e clomazona (tR 8,6 min), obtidos em 220 nm (linha azul) e 254 nm (linha vermelha), com os 
respectivos espectros de absorção na região entre 200 nm e 350 nm.
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absorção máxima (245 nm), que minimiza o 
risco de interferentes da matriz e apresenta uma 
boa resposta para esses compostos.

O HPLC-DAD confirmou ser uma boa 
opção para a análise dos herbicidas em água, 
permitindo a análise com boa detectabilidade 
em 10 min.

3.2	Otimização do procedimento SPE

Os resultados de recuperação obtidos com 
os dois cartuchos avaliados e com três diferen-
tes solventes de eluição estão apresentados na 
Tabela 1.

Tanto o sorvente C18 quanto a fase polimé-
rica proporcionaram recuperações para os herbi-
cidas clomazona, imazapique e imazetapir dentro 
da faixa de 70% a 120%, resultados que estão em 
concordância com os obtidos por Vigna et al.[39] 
empregando cartuchos C18 e poliméricos para 
extração desses agrotóxicos. Entre os materiais 
de extração testados, o sorvente apolar (Strata 
C18) ofereceu forte retenção hidrofóbica com 
interações polares nos grupos silanóis remanes-
centes, já o sorvente polimérico (Strata-X) é um 
material funcionalizado com N-vinilpirrolidona, 
que oferece vários modos de retenção, com 
interações π-π, ligações de hidrogênio, dipolo-
-dipolo e hidrofóbicas. Assim, ambos sorventes 
podem ser aplicados para os herbicidas selecio-

nados, desde que a ionização dos herbicidas imi-
dazolinonas seja suprimida. Considerando que o 
sorvente C18 é mais frequentemente empregado 
e é um sorvente que possui um custo mais baixo 
que os poliméricos, esse foi o escolhido para o 
preparo das amostras dos herbicidas em água.

Quanto ao solvente de eluição, as misturas 
de diclorometano: metanol (80: 20, v/v) e diclo-
rometano: acetonitrila (50: 50, v/v) proporciona-
ram bons resultados. No entanto, percentuais de 
recuperação mais próximos de 100% foram obti-
dos com a mistura de diclorometano: metanol 
65: 35 (v/v), a qual foi escolhida para a eluição 
dos analitos. Metanol e acetonitrila, sem diclo-
rometano, também foram testados, mas não 
proporcionaram boas recuperações para imaze-
tapir e imazapique. A adição de diclorometano 
aumenta a solubilidade dos analitos e favorece a 
eluição dos analitos.

Definidos o sorvente e o solvente de eluição, 
foi testado o volume de solvente necessário para 
a eluição dos herbicidas. Os resultados estão na 
Tabela 2.

A eluição com 2 × 1 mL da mistura diclo-
rometano: metanol (65: 35, v/v) foi a que pro-
porcionou melhores resultados. Esse volume foi 
posteriormente evaporado e o extrato foi redis-

Tabela 1  Recuperações obtidas com diferentes sorventes e solventes de eluição.

Herbicidas

Recuperação (%)*

Strata C18 Strata-X

S1 S2 S3 S1 S2 S3

Imazapique 93 ± 2 74 ± 2 75 ± 2 106 ± 9 82 ± 2 78 ± 2

Imazetapir 83 ± 3 66 ± 4 88 ± 10 89 ± 1 46 ± 4 74 ± 2

Clomazona 86 ± 3 70 ± 2 71 ± 2 94 ± 3 72 ± 1 58 ± 8

*100 mL de amostra branco (pH 2,0) fortificada com os herbicidas em 5 µg L–1, volume de eluição 2 mL, evaporação com 
auxílio de N2 e redissolução em 500 µL de fase móvel; S1 = diclorometano: metanol (65: 35, v/v); S2 = diclorometano: 
metanol (80: 20, v/v); S3 = diclorometano: acetonitrila (50: 50, v/v).



Gonçalves FF, Matos FS, Zanella R	 Determinação de resíduos de herbicidas em águas de lavoura de arroz irrigado

96	 Scientia Chromatographica 2013; 5(2):89-100

solvido em 500 µL de fase móvel, para que o 
volume final fosse exato e para aumentar o fator 
de concentração.

Os resultados para os testes empregando 
diferentes valores para o pH da amostra (2,0, 3,0 
e 6,0) estão na Tabela 3.

Os herbicidas do grupo das imidazolinonas 
são normalmente determinados em amostras 
com valores de pH entre 2,0 e 3,0[39,40]. Nessa faixa 
de pH, os compostos ácidos passam a ter maior 
interação com o sorvente, entretanto podem 
surgir nos cromatogramas picos interferentes 
devido aos ácidos húmicos e fúlvicos. Com pH 
ajustado em 3,0 e amostra sem correção de pH 
foram obtidas recuperações entre 72% e 98%. 
No entanto, como os herbicidas imidazolinonas 
estudados apresentam valores de pKa baixos, os 
melhores resultados foram obtidos com pH 2,0, 
sendo esse o valor escolhido para a validação e 
aplicação do método.

A Tabela 4 apresenta os resultados de recu-
peração obtidos em função de diferentes volu-
mes de amostra empregando uma massa cons-
tante dos analitos.

Para imazetapir e imazapique ocorreu 
diminuição significativa na recuperação com 
o aumento do volume da amostra acima de 
150 mL, sendo que a partir de 200 mL as recupe-
rações ficaram abaixo dos valores aceitáveis. Para 

clomazona, a diminuição na recuperação ocor-
reu apenas com um volume de amostra acima de 
300 mL, porém ficou no intervalo aceito na lite-
ratura. O volume de breakthrough está relacio-
nado com a hidrofobicidade do soluto e a massa 
de sorvente usada e pode ser baixo quando os 
compostos não são fortemente retidos pelo sor-
vente. Isso justifica os resultados obtidos, uma 
vez que clomazona, com Kow de 350, é o mais 
hidrofóbico dos herbicidas avaliados, enquanto 
imazetapir e imazapique, com Kow de 31 e 0,01, 
respectivamente, são menos hidrofóbicos.

3.3	Validação do método

As equações de regressão linear obtidas para 
os herbicidas imazapique, imazetapir e cloma-
zona nos cinco níveis de concentração apresen-

Tabela  2  Recuperações obtidas para os herbicidas 
utilizando-se diferentes volumes do solvente de eluição 
diclorometano: metanol, 65: 35 (v/v) e sorvente Strata 
C18.

Herbicidas
Recuperação (%)*

1 mL 2 mL

Imazapique  67 ± 10 93 ± 2

Imazetapir 72 ± 9 83 ± 3

Clomazona 112 ± 8 86 ± 3

*Fortificação: 5 µg L–1; 100 mL de amostras de água 
branco; pH 2,0.

Tabela  3  Recuperações obtidas para os herbicidas 
empregando-se diferentes valores de pH da amostra.

Herbicidas
Recuperação (%)*

pH 2,0 pH 3,0 pH 6,0

Imazapique 100 ± 4 71 ± 8  72 ± 10

Imazetapir 90 ± 6 75 ± 6 81 ± 7

Clomazona 96 ± 3  97 ± 10 99 ± 10

*Fortificação: 5 µg L–1; 100 mL de amostra de água branco; 
pH 2,0.

Tabela  4  Recuperações obtidas para os herbicidas 
utilizando-se diferentes volumes de amostra.

Volume 
(mL)

Recuperação (%)*

Imazapique Imazetapir Clomazona

50 101 ± 8 105 ± 11 109 ± 5

100 93 ± 2 83 ± 9  99 ± 2

150 82 ± 2 70 ± 3  93 ± 2

200 61 ± 1 63 ± 4 101 ± 4

250 55 ± 1 61 ± 4 106 ± 3

300 40 ± 5 51 ± 6 103 ± 1

500 33 ± 5 43 ± 2  72 ± 2

*Massa de cada herbicida: 0,1 µg; amostra branco (pH 
2,0); eluição com 2 mL da mistura DCM: MeOH (65: 35, 
v/v), evaporação com auxílio de N2 e redissolução em 500 
µL de fase móvel.
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taram coeficiente de determinação (r2) > 0,999, 
indicando que a resposta do sistema HPLC-DAD 
é linear na faixa de concentração entre 0,025 mg 
L–1 e 2,5 mg L–1 para imazetapir e imazapique e 
entre 0,05 e 2,5 mg L–1 para clomazona.

O LOD estimado para o método foi de 
0,04  µg L–1 para imazapique e imazetapir e de 
0,08 µg L–1 para o clomazona. Os valores de LOQ 
para os herbicidas em amostras de água de super-
fície, empregando o método desenvolvido, foram 
de 0,12 µg L–1 para imazapique e imazetapir e de 
0,25 µg L–1 para clomazona.

A repetitividade (RSDr) e a precisão inter-
mediária (RSDpi) para o instrumento (n  =  6), 
para os níveis de concentração utilizados na 
elaboração das curvas analíticas dos herbicidas, 
ficaram entre 3,1% e 7,0% e 0,1% e 9,5%, respec-
tivamente, sendo consideradas adequadas.

Os resultados de precisão e exatidão do 
método, obtidos no ensaio de recuperação em 
três níveis de fortificação, estão na Tabela  5. A 
precisão do método apresentou RSD entre 1,3% e 
7,7% para repetitividade e entre 2,5% e 9,0% para 
a precisão intermediária. Neste trabalho seguiu-
-se a recomendação para validação de métodos 
cromatográficos aplicados a determinação de 
resíduos de agrotóxicos, a qual adota recupera-
ções entre 70% e 120%, com valores de RSD ≤ 

20%[41]. Todos os valores obtidos estão dentro 
desse intervalo e, portanto, o método está de 
acordo com os parâmetros exigidos.

Os herbicidas avaliados não estão contem-
plados na Portaria MS n. 2.914 de 2011, que 
dispõe sobre a qualidade da água para con-
sumo humano e seu padrão de potabilidade, e 
na Resolução n. 357 do CONAMA de 2005, que 
dispõe sobre a classificação dos corpos de água 
e estabelece padrões de qualidade. Para águas 
superficiais, geralmente os limites são da ordem 
de 1 µg L–1 a 3 µg L–1[42].

3.4	Aplicação do método desenvolvido

O método desenvolvido foi aplicado em um 
estudo de dissipação dos herbicidas em experi-
mento realizado em lavoura de arroz irrigado na 
Universidade Federal de Santa Maria. Com os 
resultados obtidos no estudo de dissipação dos 
herbicidas foi possível concluir que há persis-
tência dos herbicidas na lâmina de água e que a 
concentração aplicada e as condições climáticas 
influenciam diretamente nas concentrações resi-
duais dos herbicidas. Nas amostras analisadas 
não foram observadas interferências da matriz, 
sendo possível determinar os três herbicidas de 
forma adequada.

Tabela 5  Recuperação RSDr e RSDpi do método para três níveis de fortificação.

Herbicida
Nível de  

fortificação (µg L–1)

Repetitividade Precisão intermediária

Recuperação (%) RSDr (%) Recuperação (%) RSDpi (%)

Imazapique

0,12 98 3 95 9

0,60 81 5 93 7

1,20 107 5 89 6

Imazetapir

0,12 89 1 94 2

0,60 95 5 101 3

1,20 107 7 96 3

Clomazona

0,25 86 8 95 7

1,25 106 1 91 5

2,50 94 3 105 4
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4	 Conclusão

A SPE com sorvente C18 possibilitou o pre-
paro de várias amostras simultaneamente, permi-
tindo a concentração de resíduos dos herbicidas 
imazetapir, imazapique e clomazona de forma 
eficiente e com baixo consumo de solvente. O 
método empregando HPLC-DAD mostrou-se 
adequado para a determinação dos herbicidas em 
10 min. A validação do método forneceu resulta-
dos de recuperação entre 81% e 107% e precisão 
(RSD < 9%), considerados satisfatórios. Os limi-
tes de quantificação do método (0,12 µg L–1 para 
imazapique e imazetapir e 0,25 µg L–1 para clo-
mazona) foram adequados para análise de agro-
tóxicos em água de superfície.

Apesar das propriedades físico-químicas 
distintas dos herbicidas analisados e da com-
plexidade da matriz, o método mostrou-se ade-
quado para o monitoramento dos herbicidas 
avaliados e para o acompanhamento de estudos 
conduzidos em lavoura de arroz irrigado com 
herbicidas largamente empregados nessa cultura, 
permitindo assim estimar o risco de contamina-
ção dos mananciais hídricos por herbicidas apli-
cados na lavoura.
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