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Abstract

The present work describes the validation of an analytical method for chromatographic determi-
nation of chlorimuron ethyl herbicide (compound of sulphonylurea group) in sediments, in ac-
cording with Brazilian legislation, following the guidance and normative documents of INMETRO
(DOQ-CGCRE-008) and ANVISA (Resolution RE no. 899-2003). The results show that the chroma-
tographic method demonstrated to be selective, accurate, precision and linear over the concentra-
tion range of 5.0 - 1000.0 pg-L-1. Besides, limits of quantitation and determination were satisfac-
tory, 29.48 and 8.84 pg-L-1, both determined by calibration curve. The method proposed also
showed good results for assays of recovery, with confidence intervals between 80 and 100%, ap-
proximately, with accuracy and precision.
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1. Introduction

O aumento crescente na demanda por alimentos e insumos agricolas tem impulsionado a utilizacdo cada vez
maior de pesticidas. Plantas, insetos, bactérias e outros organismos sdo uma parte natural de um ecossistema. No
ambiente, esses organismos podem ser benéficos de muitas maneiras mas, também, podem se tornar uma praga.
Nas praticas agricolas as ervas daninhas, pulgdes, larvas, entre outros, sdo exemplos de interferentes naturais
que precisam ser controlados. Este controle geralmente se da pelo uso de pesticidas [1] [2].
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Dentre as classes de pesticidas, destacam-se os herbicidas. Atualmente, 12.2% do mercado de herbicidas per-
tence ao grupo quimico das sulfonilureias, que ocupa o segundo lugar no setor [3].

A estrutura geral das sulfonilureias baseia-se na formula R;-SO,-NH-CO-NH-R,, em que o substituinte R;
pode ser uma cadeia alifatica, aromatica ou um grupo heterociclico conectado por uma ponte sulfonilureia ao
substituinte R,, que pode ser uma pirimidina ou triazina heterociclica [4].

Neste trabalho, a sulfonilureiaestudada foi o o etilclorimuron (Figure 1), herbicida largamente utilizado no
controle de ervas daninhas em plantacGes de soja. No Brasil, o herbicida etilclorimuron foi licenciado pelo go-
verno federal ha 27 anos, conforme registrado no Diario Oficial da Unido, passando a ser de uso permitido em
atividades agropecuarias [5].

Na andlise de impactos ambientais os sedimentos séo de relevante importancia, pois atuam como depésitos de
muitas substancias quimicas, especialmente os elementos tdxicos e compostos organicos, tais como os pesticidas.
Sedimentos sdo camadas de particulas minerais e organicas, frequentemente de granulometria fina, encontradas
em contato com 0s corpos de aguas naturais como lagos, rios e oceanos [1].

Nas ultimas décadas, diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas no isolamento e quantificacdo de pestici-
das. Dentre estas, a cromatografia vem sendo empregada na determinacgdo de herbicidas e seus metabélitos em
matrizes ambientais: solo, &gua, sedimentos etc. [6].

Separacdes dificeis sdo, geralmente, alcancadas mais facilmente pela cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Mesmo apresentando limitac6es como alto custo de instrumentacdo e operacdo, a cromatografia liquida
tem sido cada vez mais usada em analises de residuos de pesticidas devido a sua versatilidade. Pode ser aplicada
para compostos organicos e inorganicos, idnicos ou covalentes [7].

Quando se trabalha com cromatografia e se pensa em verificar se um determinado resultado é confiavel ao
analito, todo sistema ao redor dessemétodo deve ter, também, algum sentido de confiabilidade. Ter um método
enquadrado em um nivel de validacéo significa agregar confianca e credibilidade aos dados obtidos [8] [9].

Validar um método analitico é dar ao mesmocredibilidade e confianca. No caso de um sistema de analise de
substancias quimicas, a validacdo objetiva, principalmente, assegurar que o sistema funcione adequadamente
dentro das condicOes de anélise para as quais foi validado [9].

O processo de validacdo pode ser regido por documentos orientativos e/ou normativos publicado por 6rgdos e
autarquias governamentais. Neste trabalho, os critérios de validacéo serdo discutidos em conformidade a dois
documentos ligados a 6rgdos federais do governo brasileiro: o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia) [10] e a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) [11].

Assim, o presente trabalho teve como objetivo validar um método analitico para determinacdo cromatografica
do herbicida etilclorimuron, composto da classe das sulfonilureias, em sedimentos. Foram avaliados 0s seguintes
parametros: seletividade, linearidade, faixas de trabalho e lineares, limites de deteccdo e quantificacéo, sensibi-
lidade, recuperagéo, precisdo e robustez.

2. Parte Experimental

2.1. Materiais

Para o preparo das solu¢des foram utilizadas vidrarias e acessorios volumétricos Classe A da marca Carvalhaes
(Porto Alegre, Brasil) calibrados conforme critérios da norma ISO 17.025 pela empresa ELUS Instrumentacao
(Séo Paulo, Brasil), que é credenciada pelo INMETROe acreditada pela RBC (Rede Brasileira de Calibracéo)

[12].
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Figure 1. Estrutura quimica do herbicida etilclorimuron.
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O padrao analitico do herbicida etilclorimuron (CAS 90982-32-4), 97% m/m (Sigma-Aldrich, Alemanha), foi
determinado e quantificado via cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (HPLC-UV).
Nas determinages cromatogréaficas utilizou-se um equipamento Shimadzu (Kioto, Japdo), modelo SCL-10A
com: detector UV-Vis SPD-20A, degaseificador DGU-20A5, homba LC-20AT e sistema de controle CBM-20A.

Para determinacdo da seletividade, o espectro de UV-Vis do herbicida etilclorimuron foi obtido em um espec-
trofotdmetro Jasco V630 (Oklahoma, Estados Unidos).

2.2. Amostragem Dos Sedimentos

As amostras de sedimento analisadas foram coletadas em corpos d’agua Iénticos distribuidos em trés ambientes
distintos ao longo de uma paisagem agricola. A amostragem foi realizada em pogas, brejos, lagoas, dutos e ca-
naletas e reservatorios, entre outros. A regido analisada pertence ao entorno da cidade de Luis Antbnio, Sao
Paulo (SP), Brasil.As coletas foram realizadas de acordo com o Guia Nacional de Coleta e Preservacdo de Amo-
stras da Agéncia Nacional de Aguas (ANA) e Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental(CETESB)
[14].

As amostras foram nomeadas em fungéo do uso dado ao solo (Figure 2):

\'\
Municipio de
Luis Anténio (SP)
2 mi
T Wikimapia ®

Figure 2. Municipio de Luis Antdnio (SP), indicando as regides onde foram realizadas as amostragens dos sedimentos: zona
agricola (ZA), zona pecuéria (ZP) e estacéo ecoldgica (EE).
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i. Zona Agricola (ZA): ambiente de cultivo extensivo e latifundiario de cana-de-agUcar além de outras cultu-
ras rotativas de menor importancia econdmica (47 pontos de coleta);

ii. Zona Pecuéria (ZP): ambiente de pastagem para o gado de corte e leiteiro. Regido localizada na confluéncia
com o perimetro urbano adjacent (20 pontos de coleta);

iii. Estacdo Ecoldgica (EE): ambiente de referéncia com reduzida acdo antrépica, coberto por cerraddo, mata
estacional semi-decidua, localizado na Estacdo Ecoldgica e Experimental de Jatai (17 pontos de coleta).

As escolha destes diferentes tipos de sedimentos deveu-se as propriedades e caracteristicas distintas dessas
matrizes analitico-ambientais. A fim de verificar a influéncia das caracteristicas fisicas e quimicas dos sedimen-
tos na validacdo do método, determinaram-se as propriedades: umidade, capacidade de troca catidnica (CTC),
classe textural, teores de matéria organica (MO) e de &cidos himicos (AH). Para isso seguiram-se as metodolo-
gias sugeridas pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) e pela Sociedade Internacional
de Substancias Hamicas (IHSS) [15].

2.3.Validacdo Do Método Analitico

2.3.1. Parametros Cromatograficos
Os parametros cromatograficos em validacdo foram selecionados ap0s testes preliminares. S&o eles:
i. Coluna: RP-18 5 um de 250 x 4.6 mm (Agilent Zorbax, Estados Unidos);
ii. Composicdo da fase mdvel: 60% de CH3CN + 40% de solugdo HsPO,4 0.1%;
iii. Eluicdo isocratica;
iv. Fluxo da fase movel: 1.4 mL-min"%;
V. pHSquQéo da Fase Mével/H3POA4- 2-0;
Vi. PHEase MovelicHaen + Haroa: 2.7;
v. Volume de injecéo: 20.0 uL (volume da al¢a do injetor);
vi. Comprimento de onda do detector UV: 235 nm;
vii. Tempo de analise: 4 min.

2.3.2. Preparo Da Solucao Estoque E Soluc¢odes Iniciais
A partir do padrdo analitico do herbicida etilclorimuron (s6lido) preparou-se um volume de 100.0 mL de uma
solucéo estoque com concentracdo de 100.0 mg-L* em acetonitrila (Tedia, Brasil).

A partir desta solucdo estoque foram preparadas duas soluc@es iniciais com volume de 10.0 mL e concen-
tracdes de 10.0 mg-L* (solugdo S;) e 1.0 mg-L " (solugdo S;).

2.3.3. Seletividade
Os ensaios de seletividade foram avaliados por meio da comparacdo dos resultados obtidos em amostras isentas
da substéancia de interesse (etilclorimuron) e dos sedimentos adicionados do analito.

Os ensaios para analise da seletividade foram realizados em duas etapas. Na primeira, o herbicida etilclori-
muron (solucdo inicial S;) foi determinado por HPLC-UV seguindo os parametros cromatograficos em vali-
dacdo. Na segunda etapa, repetiu-se 0 mesmo procedimento na anélise dos sedimentos extraidos em acetonitrila.

Para obtencdo do extrato dos sedimentos, adicionou-se 1 g de sedimento em 10 mL de acetonitrila. O con-
tetido foi mantido sob agitacdo orbital durante 30 minutos e, em seguida, a matriz foi isolada e a solucéo purifi-
cada em filtro de seringa de celulose regenerada (Sartoriuns Stedim, Alemanha).

2.3.4. Linearidade
A linearidade foi determinada pela curva analitica, igual a y=(a£$,)-x+(b+S, ). Para construgéo da curva

prepararam-se 10 solu¢Bes com diferentes concentragdes: 0.1; 0.5; 1.0; 5.0; 50.0; 100.0; 250.0; 500.0; 750.0 e
1000.0 pg-L* [10] [11].

2.3.5. Faixa De Trabalho e Faixa Linear
A faixa de trabalho compreendeu o intervalo entre a menor e a maior concentracdo determinada pelo método via
andlise da linearidade.

As faixas lineares foram os intervalos contidos na faixa de trabalho que corresponderam a uma tendéncia li-
near Unica, além de apresentar pardmetros lineares melhores que os da curva analitica atribuida a faixa de tra-
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balho. Ou seja, sdo adotadas as faixas lineares se estas apresentam curvas analiticas com valores mais adequados
der, LOD e LOQ para o método analitico, se comparados aos mesmos parametros para a faixa de trabalho.

2.3.6. Limite De Detecc¢do E De Quantificacao
Os limites de deteccdo e quantificacdo (LOD e LOQ) foram calculados a partir dos parametros lineares da curva
analitica. Para isso, utilizaram-se as seguintes equacdes:

LOD = 3X(S—Aj
b

LOQ =10x (iJ
b
em que: S, é o desvio-padrao de a (coeficiente angular) e b é o intercepto (coeficiente linear) [10] [11].

2.3.7. Sensibilidade
A sensibilidade do método foi determinada utilizando a equacao da reta obtida para a faixa de trabalho e, caso
ocorra, para as faixas lineares.

Segundo orientagdo do INMETRO, a sensibilidade é obtida pelo coeficiente angular da curva analitica (termo
a da equacéo da reta) [10].

2.3.8. Recuperacao Do Método—Exatidao

Os ensaios para recuperacdo foram realizados de acordo com as orientacbes do INMETRO. A metodologia uti-
lizada na determinacdo da recuperacdo é a mesma descrita pela ANVISA para determinacdo da exatiddo. Se-
gundo o INMETRO, a exatiddo deve ser avaliada numericamente por meio da recuperagéo.

Para verificar a recuperacdo/exatiddo foram adicionados 10.0 mL de solugdo do herbicida em 1.0 g de sedi-
mento. Foram realizados ensaios com amostras fortificadas, seguindo as recomendacfes da ANVISA, avaliando
3 concentracOes (baixa, média e alta) com 3 réplicas cada. As concentracBes do herbicida analisadas foram:
10.0, 100.0 e 1000.0 pg-L .

Por meio das areas obtidas, calculou-se a recuperagao/exatiddo do método:

R(%)= (AfA;A‘Jxloo

em que: R(%) é o percentual de recuperacdo, A é a area do pico cromatografico da amostra fortificada, A, é a
area do pico cromatografico da amostra nao fortificada e A, é a area do pico cromatografico do padréo analitico
[10] [11].

2.3.9. Precisao
A precisdo foi analisada com base nos resultados obtidos na analise da recupera¢do do método. De acordo com o
INMETRO e a ANVISA, a precisdo deve ser avaliada pelo coeficiente de variacdo (CV), calculado pela equacédo

abaixo apresentada.
CV = (iJ x100
M

A

em que: CV é o coeficiente de variacdo, M, é a média das areas dos picos cromatograficos obtidos e S, é 0 seu
respectivo desvio-padréo [10] [11].

2.3.10. Robustez
Conforme orientado pelo INMETRO, a robustez do método foi determinada via teste estatistico de Youden. Os
parametros analisados sao referentes a fase movel e foram aqueles recomendados pela ANVISA, a saber:
i.pH:2.0e2.2;
ii. Composicao: 60 e 58% de acetonitrile;
iii. Fluxo: 1.4 e 1.2 mL'min %;
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O pH foi ajustado utilizando &cido fosforico (HsPO,4) 85% (Qhemis, Brasil).Nas combinacBes ensaiadas para
resolucdo do teste de Youden (Table 1), os valores utilizados na validacdo do método receberam uma letra
mailscula como cddigo de identificacdo (A, B e C). Os valores referentes as pequenas variacdes receberam co-
mo c6digo uma letra mindscula (a, b e ¢). Cada combinagéo (numerada de 1 a 8) recebeu uma letra para identi-
ficacdo dos resultados (de s a z).

O teste de Youden permitiu analisar o efeito de cada parametro, isoladamente, na robustez do método. Nas
equaces abaixo sdo apresentados os célculos pertinentes. Os célculos para o efeito do pH, da composicéo da
fase movel e do fluxo da fase moével na robustez do método foram realizados de acordo com as seguintes

equacoes:
A/a=5+u+w+y_t+v+x+z
4 4
B/b:s+t+u+v_w+x+y+z
4 4
C/C=s+t+w+x_u+v+y+z
4 4

em que: A/a, B/b e C/c séo os efeitos do pH, da composigdo da fase mével e do fluxo da fase mdvel, respectiva-
mente, na robustez do método. As letras de s a z identificam os resultados obtidos em cada ensaio [10] [11].

2.4. Tratamento Dos Dados e Analise Estatistica

Todas as andlises quimicas e determinacfes cromatogréficas foram realizadas em triplicata. Os resultados quan-
titativos foram apresentados na forma de média mais ou menos o erro absoluto, calculado pela equacéo:

e_th
Jn

em que: e é o erro absoluto, t é o valor de t de Student com 95% de confiabilidade (P < 0.01) e 2 graus de liber-
dade, S é o valor do desvio-padrdo e n é o nimero de repeti¢Ges [13].

No caso das curvas analiticas o erro foi apresentado na forma de desvio-padrdo. Os cromatogramas e espec-
tros foram apresentados ap6s tratamento no software Microlab® Origin® verséo 8.

Quando ocorrem comparagdes entre resultados, utilizou-se como ferramenta estatistica o teste t de Student
com 99% de confiabilidade (P < 0.01) e 4 graus de liberdade [13].

3. Resultados E Discussao
3.1. Caracterizac¢ao Dos Sedimentos

Analisando as caracteristicas dos sedimentos (Table 2), é possivel observar uma variagdo das caracteristicas das
amostras em fun¢do do uso dado ao solo.

Table 1. Combinagdes ensaiadas para teste estatistico de Youden, utilizado na determinagéo da robustez do método croma-
tografico.

Combinagdes ensaiadas

1 2 3 4 5 6 7 8
2 2.2 2 2.2 2 2.2 2 2.2
pH da solucéo da fase mével
(A @ (A @) GV @ (G @
60 60 60 60 58 58 58 58
Composicao da fase mével/ % CH;CN
(B) (B) (B) (B) (b) (b) (b) (b)
14 14 1.2 1.2 14 14 1.2 1.2
Fluxo/mL-min™"
© © © © © © © (©
Identificacdo dos resultados S t u \Y w X y z
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Table 2. Resultados da caracterizagéo quimica e fisica das amostras de sedimentos.

Zona Agricola Zona Pecuaria Estacéo Ecoldgica
Umidade/% 44.37 +£1.43a 59.29 + 2.18b 46.99 £ 2.70a
CTClcmol kg™ 55.48 £ 0.03a 114.43 + 0.00b 24.87 +0.01c
Matéria organica/% 10.72 +0.12a 16.12 +0.21b 8.37+£0.13a
Acidos HGmicos/% 4.54 +0.00a 3.50 + 0.00a 4.00 +0.00a
Granulometria:
Argila/% 27.50 35.00 13.20
Silte/% 17.50 45.20 11.10
Areia Fina/% 27.00 13.00 35.70
Areia Média/% 27.10 6.80 37.70
Areia Grossa/% 0.90 0.20 2.30
Pedregulho/% 0.00 0.00 0.00
Classe textural: Franco argilo arenoso Franco argilo siltoso Franco arenoso

Resultados na mesma linha se uidos pela mesma letra na o apresentam diferenc as significativas de acordo com teste t de studentem P < 0.01.

Comparando os teores de matéria organica (MO), os sedimentos da amostra Zona Pecudria apresentaram di-
ferenca significativa se comparados as demais amostras (teste t de Student, P < 0.01 e 4 graus de liberdade):
aproximadamente 60% de diferenga em comparacdo & amostra Zona Agricola e 100% para amostra Estagao
Ecoldgica.

A amostra Estagdo Ecoldgica apresentou um teor menor de matéria organica (8.37%), porém esta diferenca é
insignificante se comparado ao teor da amostra Zona Agricola (10.72%). Dentre as funcfes da matéria organica
esta a capacidade de retencdo de compostos organicos nos solos e sedimentos, o que pode interferir, principal-
mente, na recuperagao do método.

Analisando os teores dos acidos himicos, nenhuma amostra apresentou diferenca significativa na comparagao
entre as trés amostras de sedimento analisadas (teste t de Student, P < 0.01 e 4 graus de liberdade).

Analisando os resultados da capacidade de troca catidnica (CTC), todas as amostras apresentaram diferencas
significativas (teste t de Student, P < 0.01 e 4 graus de liberdade). Na comparacdo entre as amostras Zona
Pecuéria e as demais os valores obtidos foram bastante elevados, aproximadamente 100% de diferenca em
comparagdo a amostra Zona Agricola e 300% para amostra Estagdo Ecoldgica. Os sedimentos da Estagdo Ecoldgica
apresentaram menor CTC (24.87 cmol. kg™'). A capacidade de troca catidnica é um parametro relevante que
pode influenciar na adsor¢do dos compostos orgénicos. Quanto maior a quantidade de compostos adsorvidos,
menor quantidade permanecera livre em solugdo, o que podera dificultar a determinacédo, influenciando na
validacdo do método [16] [17].

A classe textural dos sedimentos foi determinada via analise granulométrica. Os sedimentos analisados
apresentaram diferentes percentuais de grdos. As amostras Zona Agricola e Estacdo Ecoldgica apresentaram um
maior teor de areia (55 e 75.7%, respectivamente). A amostra Zona Pecuéria foi a que apresentou um maior
percentual de argila (35%) e silte (45.20%). O diametro das particulas esta relacionado a sua area superficial.
Particulas menores (por exemplo, argila e silte) possuem maior &rea superficial e, com isso, a retencdo de
compostos organicos e inorganicos é mais intensa. Uma vez retidos, os compostos podem sofrer transformagéo
(oxidagdo ou reducdo), interferindo em sua deteccéo, prejudicando o ensaio que se deseja realizar [18] [19].

3.2. Validacdo Do Método Cromatografico

3.2.1. Seletividade

Os ensaios para obtencdo da seletividade do método iniciaram-se com o registro do espectro na regido do ultra-
violeta-visivel (Figure 3). O comprimento de onda de 235 nm foi 0 que apresentou maior absorcdo da radiacéo,
logo este valor foi utilizado na calibracdo do detector UV do cromatografo.
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Figure 3. Espectro de UV-Vis do herbicida etilclorimuron 1 mg-L ™.,

Analisou-se a presenca de picos cromatograficos com tempos iguais nos cromatogramas do padrao analitico
(herbicida etilclorimuron) (Figure 4) e dos trés sedimentos em analise (Figure 5). Observando os resultados ob-
tidos, a retencéo do analito deu-se até os 2.91 minutos da determinagio cromatografica. E possivel observar que,
no tempo de retencdo do analito de interesse, ndo foram detectados outros picos cromatograficos com tempos de
retencdo coincidentes entre a matriz e o herbicida etilclorimuron. A composicdo dos sedimentos ndo apresentou
influéncia na seletividade do método. O fluxo elevado (1.4 mL-min ) juntamente com a alta polaridade da fase
mavel permitiu a aglomeracao dos picos cromatograficos referentes a matriz analitica nos primeiros instantes da
separacdo cromatografica, permitindo a deteccdo do herbicida sem interferentes. Assim, garante-se a seletivi-
dade do método [7].

3.2.2. Linearidade

Para determinacdo da linearidade, utilizaram-se solu¢bes do herbicida com concentragdes variando de 0.1 a
1000.0 pg-L™. Os picos cromatograficos s6 foram obtidos e quantificados a partir de 5.0 pg-L™". Neste sentido, a
faixa de trabalho atendida pelo método abrangeu o intervalo entre 5.0 e 1000.0 pg-L ™.

Table 3 apresenta as curvas analiticas e seus parametros lineares para a faixa de trabalho (FL;) e duas faixas
lineares (FL;ia € FLiig) (Table 3).

A faixa de trabalho (FL;) correspondeu ao intervalo entre a menor concentracdo determinada pelo método e a
maior analisada (5.0 a 1000.0 pg-L™Y). A primeira faixa linear atendeu ao intervalo de 5.0 a 250.0 pug-L™* (FLiia)
e a segunda faixa de 250.0 a 1000.0 pg-L’1 (FLiig).

Em funcdo dos valores mais adequados de r, LOD e LOQ, optou-se por trabalhar com duas faixas lineares. A
escolha da equacéo da reta para os calculo da concentragdo deu-se pela area do pico cromatografico. Picos com
area de até 20,324.33 foramtratadas por meio da equacédo da reta da faixa linear FL;ja. Acima deste valor deve-se
a equacdo da reta referente a faixa linear FL ;.

N&o foram calculados os valores de sensibilidade, LOD e LOQ para a faixa linear FL;;z pois as concentracdes
analisadas ndo se encontram no limite inferior da curva analitica, aos quais estes parametros séo inerentes.

Analisando os coeficientes de correlacdo linear (r), todos os resultados estdo de acordo com os valores orien-
tados. Um coeficiente de correlacdo maior que 0.999 é considerado uma evidéncia de um ajuste ideal dos dados
para uma regressao linear. Para a ANVISA, a correlagdo minima aceitavel deve ser igual ou superior a 0.99. Pa-
ra o INMETRO esse valor é de 0.9 [10] [11].
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Figure 4. Cromatograma do herbicida etilclorimuron 1.0 mg-L* obtido por HPLC-UV.
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Figure 5. Cromatogramas dos extratos dos sedimentos em acetonitrila obtidos por HPLC-UV.

Table 3. Resultados obtidos na validagdo do método cromatografico para os parametros: linearidade, sensibilidade, limites de

deteccgdo e de quantificacao.

FL,

I:I—iiA

FLiiB

Equacéo da Reta

y = (56.22+1.27) -

y = (96.50 + 2.69) - x

y = (52.55+2.77) - x

y=(azSa) x+(b+Sh) +(2245.08+1020.46) +(289.68 + 284.49) +(6827.19+ 2745.05)
Intervalo de Concentragdes/ug- L™ 5.0 <FL; <1000.0 5.0 < FLiia < 250.0 250.0 <FL;js <1000.0
Intervalo de Areas dos Picos - Até 20324.33 A partir de 20324.33
Coeficientes de correlacéo linear (r) 0.9990 0.9988 0.9972
a 56.2179 96.4999 52.5532
Sa 1.2663 2.6868 2.7696
b 2245.0814 289.6823 6827.1895
Sp 1020.4596 284.4876 2745.0541
Sensibilidade 56.2179 + 1.2663 96.4999 + 2.6868 -
LOD/ug'L™" 54.4556 8.8442 -
LOQ/ugL™ 181.5187 29.4809 -
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3.2.3. Sensibilidade
Analisando o coeficiente de variacdo angular (valor de a da curva analitica) das retas obtidas (Table 3), a faixa
linear FL;a € a que apresenta uma maior sensibilidade. Comparando com a faixa linear FL;, este valor é bastante
significativo. A diferenca na sensibilidade entre estas duas faixas lineares é de aproximadamente 41.74%. O
INMETRO néo orienta um valor para a sensibilidade do método.

Considerando ser relevante uma sensibilidade alta para as concentrac@es baixas (mais dificeis de serem de-
tectadas) é justificavel a utilizacdo de duas faixas lineares ao invés de apenas uma.

3.2.4. Limite De Detecc¢ao (LOD) e Limite de Quantificacao (LOQ)

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram determinados via curva analitica, considerando
as duas faixas lineares. Analisando os valores obtidos (Table 3), os valores de LOD e LOQ sdo significativa-
mente inferiores quando a faixa de trabalho é dividida em duas faixas lineares.

O valor do LOD da faixa FL;s é aproximadamente 575% menor que aquele limite em FL;. Para 0 LOQ esta
diferenca é de 517%. Esta consideravel diferenca é mais uma evidéncia para a utilizacdo de duas faixas lineares.
Nestas analises, a faixa linear FL;;z foi desconsiderada por ndo contemplar as concentragcBes mais baixas distri-
buidas ao longo da faixa de trabalho.

Os documentos do INMETRO e da ANVISA ndo contemplam um valor a se validar para estes parametros.
Tratando-se de pesticidas ou outras moléculas com ac¢do danosa ao homem ou ao meio ambiente, sdo as agéncias
e autarquias publicas de regulamentacdo ambientais que determinam estes parametros como Valor Maximo
Permitido (VMP), e cabe aos métodos analiticos validarem seus LOD e LOQ atendendo a esta exigéncia, nor-
malmente imposta por érgdos e autarquias ambientais. No caso do etilclorimuron, ndo existem VMPs associado
a este herbicida.

3.2.5. Recuperac¢ao Do méTodo—Exatidao

Os ensaios de recuperacdo foram realizados a fim de contemplar a recomendagdo do INMETRO. Os valores ob-
tidos (Table 4) indicaram que, quanto maior a concentracdo analitica analisada, menor foi o efeito da matriz.
Isso fez com que a recuperacdo fosse maior nos ensaios com concentracGes elevadas.

Considerando que a recuperag&o é um ensaio quantitativo, a concentragdo analitica de 10.0 pg-L " encontra-se
abaixo do LOQ (29.48 pg-L™), logo se justifica a dificuldade do método em obter um percentual de recuperago
consideravel, préximo a 100%.

Comparando os percentuais de recuperacdo obtidos e seus respectivos erros absolutos, houve diferenca signi-
ficativa apenas ao comparar as concentracdes analiticas analisadas em 1000.0 e 100.0 pg-L * na amostra Zona
Agricola (aproximadamente 72% de diferenca). Nas demais amostras analisadas, tais comparacfes ndo excede-
ram 20% de diferenca. Esta diferenca pode estar sendo influenciada pela composicdo quimica dos sedimentos. O
INMETRO ndo contempla um valor orientativo para os ensaios de recuperagéo.

Table 4. Resultados obtidos na validagdo do método cromatografico para os parametros: recuperagéo-exatiddo e preciséo.

Concentragio/pg-L™ Recuperacao-Exatiddo/% Precisdo/%
1000 133.33+0.66 0.49
Zona Agricola 100 77.15+6.04 7.83
10 54.26 +1.23 2.26
1000 97.58 £5.74 5.88
Zona Pecuéria 100 82.59 +4.45 5.39
10 58.79 + 2.66 4.53
1000 94.98 + 7.97 8.4
Estacéo Ecoldgica 100 84.84+1.01 1.19
10 71.05 +0.65 0.92
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Mesmo possuindo composicdes diferentes, os sedimentos influenciaram pouco na recuperacdo. Como o tem-
po de contato foi de 30 minutos, possivelmente nao ocorreram processos sortivos ou de degradacdo significati-
V0s, a ponto de interferir nos resultados.

De acordo com a ANVISA, um método é considerado exato se este possuir uma recuperacgdo entre 80 e 120%
da concentracdo analitica inicial. O método proposto atendeu a esta consideracdo em quase todas as situac@es
(Table 5). Os valores obtidos para a concentragéo de 10.0 pg-L* néo foram validados pois apresentaram valores
abaixo de 80%, valor minimo aceitavel. Além disso, a concentracdo de 10.0 pg-L " esta abaixo do limite de
quantificacdo, justificando a dificuldade do método em quantificar o analito nestas condi¢des.

A amostra Zona Agricola, na concentragdo de 1000.0 pg-L ', apresentou uma recuperagdo de 133.33%,
aproximadamente 13% acima do permitido. A dificuldade do método em recuperar a concentracao exata pode-
estar relacionada a superdosagem do herbicida etilclorimuron, a qual pode causar uma pertubacdo no sistema e
deteccdo cromatografica.

3.2.6. Precisao

A precisdo foi calculada a partir dos resultados obtidos na recuperacdo do método (Table 4), por meio do calcu-
lo do coeficiente de variagdo. De acordo com as recomendacdes da ANVISA, ndo sdo admitidos coeficientes de
variacdo acima de 15%. Para o INMETRO, os coeficientes de variagdo maximos permitidos sdo dados em
funcdo de cada concentracdo analisada. Para as concentracdes de 1000.0, 100.0 e 10.0 pg-L * estes valores sdo
16, 23 e 32%, respectivamente. Assim, 0s valores obtidos foram validados de acordo com as recomendacgdes da
ANVISA e do INMETRO, para todas as amostras de sedimentos e em todas as concentra¢des estudadas.

3.2.7. Robustez

A robustez do método foi analisada aplicando pequenas alteracdes nos parametros cromatograficos em validagéo.
Estas variacdes implicaram em alteracdes nas areas dos picos cromatograficos e no tempo de retencdo do herbi-
cida etilclorimuron. Devido a relagdo linear que existe entre as areas dos picos e a concentracdo analitica, a
concentracdo inicial (100.0 pg-L ™) foi quantificada com diferentes valores.

Analisando os resultados obtidos (Table 5), a diminuicdo no fluxo da fase mdvel causou um acréscimo de
aproximadamente 1 minuto em quase todos 0s ensaios. O aumento no tempo de retencdo foi ainda mais signifi-
cativo nas combinacBes em que ocorreu a diminuicdo no percentual de solvente na fase mével. Possivelmente o
aumento do percentual da solugdo (H,O + H3PO,4 0.1%) na composicdo da fase mével aumentou a interacdo en-
tre o0 analito e a fase estacionéaria da coluna cromatografica, aumentando a solubilidade do analito no leito da
coluna cromatografica, fazendo com que este ficasse retido por mais tempo [7].

As variacdes de pH interferiram com menor intensidade na deteccdo do herbicida, possivelmente relacionado
a sua alta solubilidade em solvente orgénico.

Aos valores apresentados na Table 5 aplicou-se o teste de Youden para o célculo da robustez. O método mo-
strou-se mais robusto para as pequenas varia¢des do pH da solucdo que compdem a fase mével (A/a = 0.92), al-
terando irrisoriamente os resultados, seguido pelo fluxo (C/c = 7.20) e, por Ultimo, a composicdo da fase movel
(B/b = 14.86).

Table 5. Resultados obtidos na validagdo do método cromatogréafico para o parametro robustez.

Parametros Cromatogréaficos Analisados

B Concentragéo_ Tempjo )
pH Composicéo/% CH;CN Fluxo/mL+min™" Detectada/pgL™ B
1 2 60 14 103.99 £ 2.54 3.22+0.01
2 2.2 60 14 103.38 £3.71 3.25+0.01
3 2 60 1.2 104.37 £ 0.85 3.76 £0.02
4 2.2 60 1.2 112.94 +7.55 3.78+0.01
5 2 58 14 120.82 +2.72 3.65+0.01
6 22 58 14 111.82 +£0.89 3.60+£0.01
7 2 58 1.2 127.08 +5.42 4.25+0.00
8 2.2 58 1.2 124.42 +0.71 4.22+0.01
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4. Conclusoes

Nos parametros e condicdes descritas, 0 método cromatografico para a determinagéo do herbicida etilclorimuron
em sedimentos mostrou-se eficaz. Os parametros cromatograficos validados permitirama determinacgéo do ana-
lito de interesse com pouca interferéncia da matriz. Os resultados foram validados para a linearidade no interva-
lo de 5.0 a 1000.0 pg-L*, com boa sensibilidade e baixos LOD e LOQ. Além disso, 0 método mostrou-se ro-
busto para os parametros analisados: pH, composicdo e fluxo, todos relacionados a fase mével. Nos ensaios de
recuperacdo com concentra¢fes acima do LOQ, os valores obtidos foram quase sempre exatos e precisos, com
pouca interferéncia da matriz.

Assim, considera-se 0 método cromatografico proposto adequado para anélise do herbicida etilclorimuron em
sedimentos, uma vez que se adequou aos documentos normativos e orientativos do INMETRO e ANVISA e,
quando cabivel de valores orientativos, os resultados obtidos se encontram em concordancia.
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