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Resumo

O objetivo deste estudo foi validar o método analitico em cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia e derivatizagdo pds-coluna para quantificar os carbamatos carbaril, metomil
e carbofurano em 4gua de abastecimento publico. Os resultados de validacdo do método garantiram o
atendimento as exigéncias das aplica¢des analiticas quanto a seletividade, linearidade, intervalo, preci-
sdo, exatidao, limite de deteccao e limite de quantificacdo. A aplicagdo de duas fases méveis e o decrés-
cimo no tempo de detecgdo dos picos cromatograficos foram considerados aspectos relevantes e posi-
tivos, pois auxiliaram na reducdo de reagentes e no tempo de execucdo da andlise, respectivamente.
Palavras-chave: Validacdo de método. Agrotéxicos. Agua de abastecimento.

Abstract

The objective of this study was to validate the analytical method in high performance liquid chromatography with flu-
orescence detector and post-column derivatization to quantify the carbamates carbaryl, methomyl and carbofuran
inpublicwatersupply. Thevalidation results ofthe method ensuredthe requirements of the analytical applications re-
garding the selectivity, linearity, interval, precision, accuracy, detection limit and quantification limit. The application
of two mobile phases and the decrease in the detection time of the chromatographic peaks were considered relevant
and positive aspects, as they aided in the reduction of reagents and in the execution time of the analysis, respectively.
Keywords: Validation of analytical method. Pesticides. Water supply.
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1 INTRODUGAO

Os carbamatos representam um grupo quimico
importante de compostos organicos que pos-
suem ampla utilidade agricola e sdo encontrados
nas diferentes subclasses de agrotoxicos, tais
como herbicidas, inseticidas e fungicidas (CHA-
TURVEDI, 2012). Dentre os carbamatos, o carba-
ril, o metomil e o carbofurano pertencem a classe
de compostos instaveis derivados do acido car-
bamico (H2N-COOH) (ANVISA, 2017), sdo clas-
sificados como termicamente labeis e polares e
identificados pela presenca das ligagées O-CO-
-NH (ADAMS; BARON, 1965).

Esses compostos possuem como principais ro-
tas de contato com ser humano o solo apés a sua
aplicagdo nas culturas de algodao, trigo, milho,
soja, arroz, feijdo, tomate, sorgo, dentre outros
(ANVISA, 2017; SALIH et al., 2017), os mananciais
hidricos por processo de lixiviacdo e escoamento
superficial (SAXENA et. al., 2014; KENNEDY et al.,
2015) e as 4guas de abastecimento publico devi-
do a captacgdo de aguas superficiais contamina-
das por estes agrotdxicos (DORES; FREIRE, 2001;
MARQUES et al., 2006).

Quando a populacdo é exposta a carbamatos
por contato dérmico, inalagdo ou ingestdo, os
principais efeitos colaterais estdo vinculados ao
aumento das secregdes corporais, broncocons-
tricdo, hipotensdo, contracdo muscular espas-
mdédica, paralisia muscular e convulsdo seguida
de depresséo do sistema nervoso central (RANG
et al., 2004).

Desta forma, quantificar esses compostos, espe-
cialmente nas dguas de abastecimento publico, é
primordial, pois o contato direto com solos, plan-
tas ou mananciais hidricos superficiais contami-
nados pode ser uma opgdo, diferentemente da
ingestao da agua, que é a fonte vital de sobrevi-
véncia da populagdo humana.

Dentre as técnicas comumente utilizadas nas
andlises de determinacgéo e quantificacdo de car-
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bamatos, a Cromatografia Liquida de Alta Eficién-
cia (CLAE) tem apresentado resultados promisso-
res (OUERTANI et al., 2016; TALEBIANPOOR et al.,
2017). Além disso, destaca-se pela alta sensibili-
dade e seletividade quando acoplada a detecto-
res, como, por exemplo, o detector de fluorescén-
cia (KOKet al., 1992; JARDIM et al., 2014).

Para quantificar os carbamatos por CLAE com
detector de fluorescéncia, comumente se realiza
o pré-condicionamento da amostra, por meio da
extracdo da fase sélida, a qual visa remover sele-
tivamente residuos de agrotéxicos em amostras
de 4gua e pré-concentra-los (TANKIEWICZ et al.,
2011). Entretanto, esse procedimento pode re-
sultar na degradagdo térmica de grande parte
dos agrotdxicos mais polares, dentre eles, os car-
bamatos (BERNAL et al. 1992); além disso, essa
técnica pode ser considerada uma das etapas
mais demoradas e complexas da andlise.

Portanto, para evitar a degradagédo desses com-
postos, reduzir o tempo de realizagédo da analise e
quantificar os carbamatos em baixas concentra-
¢oes (deng L a ug L"), a derivatizacdo pés-colu-
na tem sido empregada junto a CLAE com detec-
tor de fluorescéncia (USEPA, 2001).

Nesse método analitico, o derivatizador pds-co-
luna precedido por um cromatégrafo a liquido hi-
drolisa os analitos (carbamatos) e, por meio de uma
reacdo com NaOH, forma a metilamina, que ao rea-
gir o com o-ftaldeido (OPA) e o 2-mercaptoetanol
forma um composto fluorescente, o I-hidroxiletil-
tiol-2-metilisoindole, que pode ser identificado no
detector de fluorescéncia do cromatégrafo (CHI-
RON; BARCELO, 1993; USEPA, 2001).

Durante a realizacdo desta analise, usualmente
ocorre a aplicagdo de trés fases méveis no croma-
tégrafo a liquido, as quais sdo responsaveis por
detectar seletivamente os carbamatos metomil,
carbofurano e carbaril em aproximadamente 7,
15 e 18 min. de reacéao e evitar a sobreposicao dos
picos cromatograficos (USEPA, 2001).
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Para Neto (2010), a existéncia de picos sobrepostos
num cromatograma indica nitidamente a coelui-
¢do de um interferente que compartilha a mesma
massa/carga ou a mesma transicdo do compos-
to de interesse. Ou, em se tratando de compostos
distintos, a sobreposicdo dos picos cromatografi-
cos podera ser ocasionada pela relagdo nimero de
analitos 1 versus tempo de andlise |.

Desta forma, se o nimero de carbamatos a serem
quantificados for reduzido, a sobreposicao dos pi-
cos cromatograficos podera ser evitada, apesar da
reducdo do tempo de andlise e de uma fase mével
junto ao cromatégrafo.

Sendo assim, os grandes desafios para o aprimora-
mento desse método analitico consistem em reduzir
a utilizacdo de reagente aplicado a fase mével e oti-
mizar o tempo de andlise, evitando a sobreposicao
de picos cromatogréficos. E, para garantir a quali-
dade e a confiabilidade dos resultados obtidos, bem
como superar esses desafios, torna-se imprescindi-
vel avalidacdo do método cromatografico.

No Brasil, os érgaos que regulamentam a valida-
cdo de métodos analiticos sdo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria (Anvisa, 2003) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normaliza¢éo e Qualida-
de Instrumental (Inmetro, 2010).

De acordo com a Resolugdo N° 899/2003 da An-
visa, a validacdo do procedimento de medicéo
(VPM) devera garantir por meio de estudos expe-
rimentais que o método atenda as exigéncias das
aplicag¢des analiticas, assegurando dessa forma a
confiabilidade dos resultados obtidos.

Os parametros de validacao de métodos analiticos
deverdo contemplar a seletividade, linearidade,
intervalo, precisdo, exatidao, limite de deteccédo
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(LD) e limite de quantificacdo (LQ) (ANVISA, 2003).
Esses parametros deverao ser aplicados durante o
desenvolvimento de um método ou apés a reali-
zacdo de modificacdes de metodologias reconhe-
cidas e/ou aceitas internacionalmente.

Nesse sentido, o objetivo principal deste estudo
foi validar o método analitico em CLAE com de-
rivatizacdo pds-coluna para quantificar os car-
bamatos carbaril, metomil e carbofurano em agua
de abastecimento.

2 METODOLOGIA
2.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes de grau analitico utili-
zados neste estudo foram os carbamatos carba-
ril, metomil e carbofurano (Sigma-Aldrich®); a
4gua ultrapura (MilliQ®) e a acetonitrila ().T.Ba-
cker®) empregadas na fase mével; o metanol
(Merck®), o 2-mercaptoetanol (Merck®), o aci-
do bédrico (Sigma-Aldrich®), o OPA (Sigma-Al-
drich®) e o hidréxido de sdédio (Synth®) aplica-
dos junto ao derivatizador na reacao pds-coluna
para formagdo do composto fluorescente a ser
detectado no detector de fluorescéncia do cro-
matégrafo a liquido (Thermo Scientific - Dionex
UltiMate 3000).

As solucdes contendo carbaril, metomil e carbo-
furano em concentragdes de 0,5 e 100 ug L™ fo-
ram preparadas imediatamente antes do uso, por
meio de diluicdo da solucdo padrdo desses car-
bamatos em acetonitrila.

Na Tabela 1 estdo descritas informacgdes acerca
das propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas,
bem como os principais produtos de degradacao
dos agrotoxicos analisados neste estudo.
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos carbamatos carbaril, metomil e carbofurano.

Carbamatos Estrutura quimica

g !
0—8— N—CH3

|
Carbaril //\I/\\j
&/ ~F

1-naphthyl methylcarbamate

e
CH3N HCOzN=C\

Metomil N
SCH;,
S-methyl N- (methylcarbamoyloxy)

thioacetimidate

N ,CH3

bofi N0 e
Carbofurano o— (i_N —CH3
|

O H

2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-yl

SCH;

Massa Molar DL, ... Principal produto de
(g mol™) (mg kg™") degradagao
201,2 1 1-naftol
Metomil metiol
1622 21 Sulfoxide oxime
3-Cetocarbofuran
221,3 8 3-Hidroxicarbofuran

Nota: (DL) Dose letal. Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2003).

2.2 Matriz Aquosa

A agua de abastecimento publico, denominada
“agua tratada por sistema convencional” (ATSC)
utilizada na validagao do método analitico propos-
to por este estudo, foi proveniente da mistura de
aguas dos rios Cubat&o Sul e Vargem do Brago, lo-
calizados no Estado de Santa Catarina. Na sequén-
cia, a dgua foi potabilizada por meio do tratamento
convencional realizado na Estacdo de Tratamento
de Agua (ETA) José Pedro Horstmann (Morro dos
Quadros), administrada pela Companhia Catari-
nense de Aguas e Saneamento (CASAN) e localiza-

da no municipio de Palhoga-SC.

O tratamento convencional contemplou as etapas
de coagulagao com Policloreto de Aluminio (PAC),
filtracdo rapida por meio de filtros ascendentes
(areia), correcao de pH com 6xido de calcio (Ca0),
desinfecgao por cloro gasoso (CL,), fluoretacdo por
meio da adi¢ao de fluorsilicato de sédio (NaSiF6) e
reservacgao (CASAN, 2013).

Apés a reservacao, a ATSC foi coletada no Labo-
ratério de Potabililizacio de Agua (LAPOA) na
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Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e
fortificada com os carbamatos carbaril, metomil e

carbofurano.

2.3 Instrumentacao e procedimentos

Os procedimentos realizados para a quantificagcdo
de carbamatos foram descritos no Método 531.2
(USEPA, 2001). Entretanto, fez-se a remocao da

fase mével composta por metanol.

Todas as amostras de ATSC, bem como os reagen-
tes aplicados a fase mével foram previamente fil-
tradas em membranas em Fluoreto Polivinidileno
(PVDF) de 0,22 um de poro.

Apbs a filtracao, fez-se a injecdo de 1000 pL de
carbaril, metomil e carbofurano, por meio de um
amostrador automatico no cromatégrafo a liquido
(Thermo Scientific - Dionex UltiMate 3000), equi-
pado com coluna de fase reversa (cartuchos de oc-
tadecil - C18). As reagdes ocorreram sob 30 °C de
temperatura e fluxo de 1,0 mL min™.
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Apds a passagem pela coluna de fase reversa C18,
os analitos foram hidrolisados em uma reagéo de
derivatizacdo p6s-coluna (Pickering PCX 5200 ®),
com 0,075 N de NaOH a 80 °C para formar-se a
metilamina, que ao reagir com o OPA e mercaptae-
tanol produziu o |-hidroxiletiltiol-2-metilisoindo-
le, sendo este composto fluorescente e, portanto,
identificavel no detector de fluorescéncia do cro-
matdgrafo (emissdo a 340 nm/465 nm).

Na fase mével, empregada para separacao dos pi-
cos de absorcao, foram utilizados dgua ultrapura e
acetonitrila. Esses sistemas de gradientes de sol-
ventes foram mantidos entre 30% e 100%, durante
aproximadamente 16 minutos de andlise.

Para a construcdo da curva de calibragdo (CC), uti-
lizou-se o procedimento de padronizagao externa,
o qual tem por caracteristica comparar a area da
substancia quantificada na amostra com as areas
obtidas em andlises de solugdes com concentragdes
conhecidas e preparadas a partir de um padrao.

E, a fim de possibilitar a validagao do método ana-
litico em CLAE com derivatizacdo pds-coluna para
a quantificagdo de carbamatos em agua de abas-
tecimento publico, os procedimentos descritos na
Resolucao N° 899/2003 da ANVISA, respectivos a
seletividade, linearidade, intervalo, precisao, LD, LQ
e exatidao, foram realizados.

2.4 Seletividade

A seletividade se refere a capacidade que um mé-
todo possui em medir exatamente um composto na
presenca de outros elementos, tais como impure-
zas, produtos de degradagdo e componentes ine-
rentes a matriz (Anvisa, 2003).

Para prever a seletividade do método, realizou-se
a andlise de quantificagdo de carbamatos na ATSC
e fortificada com 25 pg L-1 de carbaril, metomil
e carbofurano, seguido da andlise da ATSC sem a
presenca de carbamatos para, dessa forma, iden-
tificar a presenca ou auséncia de sobreposicdo de
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picos cromatogréficos por quaisquer outros com-
postos existentes na ATSC, bem como demonstrar
nao haversobreposicdo entre os picos cromatogra-
ficos dos carbamatos analisados.

2.5 Linearidade e Intervalo

A capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sdo dire-
tamente proporcionais a concentragéo do analito
na amostra dentro de um intervalo especificado
corresponde a linearidade (Anvisa, 2003).

Sendo assim, a linearidade foi averiguada por
meio de trés CC com seis concentragdes, cor-
respondentes a 0,5, 1, 5, 10, 25, 50 e 100 pug L’
de carbaril, metomil e carbofurano e atestou-se
como linearmente aceita a CC com o coeficiente
de correlagdo (r?) = 0,99.

O intervalo, que remete a faixa entre os limites de
quantificacao superior e inferior do método anali-
tico, também foi definido pela CC.

2.6 Precisao

A precisao expressa a proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medicdes referente a
uma mesma amostra (Anvisa, 2003).

A precisdo foi considerada sob duas formas: (i) a
precisdo intra-corrida por meio da inje¢do dos pa-
droes de carbaril, metomil e carbofurano em trés
niveis de concentragao, baixo (0,5 pg L-1), médio
(50 ug L-1) ealto (100 pg L-1) €; (ii) a precisao inter-
-corridas, correspondente a trés inje¢des consecu-
tivas de cada nivel de concentragéo (baixo, médio
e alto), com repeticdo durante dois dias distintos.

A precisdao desse método analitico foi expressa
considerando o desvio padrao relativo (DPR), con-
forme apresentado na Equagdo 1:

D
Dgp = (C—") 100 (M
MD
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Em que: (D,,) desvio padrao relativo (%); (D,) des-
vio padréo (ug L); (C,,,) concentracdo média de-
terminada (ug L").

Para a validacdo do método analitico quanto a
precisdo, foram admitidos valores < 15 %, con-
forme determinacgdo prevista na Resolucdao N°
899/2003 da Anvisa.

2.7 Limite de deteccao (LD)

O LD representa a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado,
entretanto ndo necessariamente quantificado sob
as condicbes experimentais estabelecidas (Anvisa,
2003). O LD foi calculado considerando os parame-
tros da CC e expresso de acordo com a Equacao 2.

_ (DR,)3 2)

LD IC

Em que: (LD) limite de deteccdo (ug L"); (DPa)
desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de,
no minimo, 3 curvas de calibracdo construidas,
contendo concentrag¢des do analito préximas ao
suposto limite de quantificagéo (ug L™); (IC) incli-
nagao da curva de calibragao.

2.8 Limite de quantificacao (LQ)

O LQ corresponde a menor quantidade do analito
em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatidao aceitaveis sob as condigoes
experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003). As-
sim como o LD, o LQ foi calculado considerando os
parametros da CC, sendo expresso de acordo com
a Equacao 3.

_ (DP)10 3)

="

Em que: (LQ) limite de quantificacdo (ug L);
(DPa) desvio padrao do intercepto com o eixo do
Y de, no minimo, trés curvas de calibragdo con-
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tendo concentragées do analito préximas ao su-
posto limite de quantificacao (ug L7); (IC) incli-
nacdo da curva de calibracéao.

2.9 Exatidao

A exatidao consiste no grau de concordancia en-
tre um valor medido e um valor verdadeiro de um
mensurando (Inmetro, 2012).

Assim, para a validacdo do método analitico propos-
to neste estudo, a exatidao foi expressa pela relacdo
entre a concentracdo média determinada experi-
mentalmente e a concentracao tedrica, sendo veri-
ficada a partir de nove determinagdes, com trés con-
centragdes (baixa, média e alta) e trés réplicas cada.

A exatidao foi considerada dentro dos limites de
averiguacdo da CC, associada aos valores de pre-
cisdo e descrita por meio da Equagéao 4.

Cine (4)
E = 100
( Cr )

Em que: (E) exatidao; (C_ ) concentragdo média ex-
perimental (ug L), (C) concentragao tedrica (ug L)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1a, referente ao cromatograma da ATSC
e fortificada com carbamatos a 25 pg L, pode-se
observar a detecgdo dos picos cromatograficos
em 4,763 min (carbaril), 9,983 min (metomil) e
10,613 min (carbofurano).

Segundo a USEPA (2001), por meio da CLAE com
deteccao de fluorescéncia e derivatizagdo pos-
-coluna obtém-se os picos cromatograficos em
7,323 min (metomil), 15,842 min (carbaril) e
18,402 min (carbofurano).

Logo, o tempo de deteccdo desses carbamatos
foi inferior ao descrito pela USEPA (2001); conse-
quentemente houve a reducdo do tempo total de
realizagdo da analise.
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Figura 1 - Deteccdo dos picos cromatograficos correspondentes ao carbaril, metomil e carbofurano.
(a) cromatograma obtido por este estudo; (b) cromatograma obtido pela USEPA (2001).

Constatou-se ainda, por meio dos cromatogra-
mas apresentados nas Figuras 2a (250 pg L") e
2b (500 pg L), que o aumento da concentra-
¢do dos carbamatos na ATSC, considerando o
menor tempo de deteccdo se comparado a USE-
PA (2001), ndo ocasionou a sobreposicao dos pi-
cos cromatograficos.

Entretanto, o metomil (Figura 1d), apesar de de-
tectado, ndo foi quantificado, pois a altura do

20,000
) | - metoal - 4623
000 3~ carbaril- 10,693
7 000 2- caboficano - 947
10,000
0 ‘Jt U -

00 20 40 60 0

Minutos

00 120 140 160

mV

pico cromatogréfico foi superior ao valor maximo
do eixo y. Sendo assim, a detecgdo dos picos cro-
matograficos foi limitada pela concentragéo des-
ses compostos na ATSC, mas nao foi identificada
qualquer relacdo entre a concentracdo dos car-
bamatos e a sobreposicao dos picos cromatogra-
ficos, mesmo ap6s o aumento da concentragéo de
carbaril, metomil e carbofurano em 1.000 e 2.000

%, Figuras 1c e 1d, respetivamente.

0 T-nclocd- 4773
saooo| ® B 3 - carbard - 1060
U
50,000 :
000 £ | 2- carbofurano - 9933 |
30.000] g
20,000
10000} L
0 — L,
00 20 40 60 &) 100 10 140 160
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Figura 2 - Detecgdo dos picos cromatograficos correspondentes ao carbaril, metomil e carbofurano.
(a) concentragao de 250 pg L; (b) concentragdo de 500 ug L.

86 A Revista DAE esta licenciada sob a Licenga Atribuicdo-
By NG NdoComercial 4.0 Internacional Creative Commons.

Revista DAE | nim. 212 | vol. 66 | Edicdo Especial 2018



Essa reducdo em relagdo ao tempo de deteccéo
dos picos cromatograficos também pode ser
constatada por meio da comparacgao dos resul-
tados obtidos em alguns dos principais estudos
de quantificacao de carbaril, metomil e carbofu-
rano, por meio do método analitico em CLAE com
derivatizacdo pés-coluna, conforme apresenta-
do na Tabela 2.

Tabela 2 - Algumas das principais pesquisas de
determinagao de carbamatos por meio da CLAE com
detector de fluorescéncia e derivatizagao pé6s-coluna.

Tempo de deteccao (min)

5 5 Autores
Metomil Carbofurano Carbaril
KOK et al. (1990)
10,67 21,75 22,82 KOK et al. (1992)
_ _ Chiron; Barceld
NA =48 =55 (1993)
6,197 11,325 12,038 McGarvey (1994)
7,323 15,842 18,402 USEPA (2001)
=9 =11 =12 Nogueira et al. (2003)
NA =19 =21 KOC et al. (2008)
4,763 9,983 10,613 EP

Nota: (NA) ndo analisado; (EP) esta pesquisa.

Considerando a Tabela 2 e as Figuras 1ab e 2ab,
pode-se afirmar que a boa resolugdo dos picos
cromatograficos no menor intervalo de tempo
é considerada neste estudo um fator positivo,
porque propiciou a reducdo do tempo total da
andlise. Consequentemente, obtém-se reducao
de custos, pois o reagente OPA aplicado junto ao
derivatizador pds-coluna é considerado estavel
durante um periodo de 36 horas (USEPA, 2001),
ou seja, quanto menor o tempo de realizagdo de
uma analise, maior o nimero de amostras anali-
sadas num intervalo de 1,5 dia.

A obtencdo de resolucdo suficiente para que
ocorresse a separacdo de todos os picos cro-
matograficos no menor tempo de andlise, a ine-
xisténcia de sobreposicdo destes e o tempo de
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deteccao do primeiro analito préximo ao eixo
y, mas sem o comprometimento quanto a sua
quantificacao, estd relacionado a néo saturagao
da coluna C18 de fase reversa, bem como a forga
cromatografica e a seletividade das fases moéveis
aplicadas a CLAE (SILVA; COLLINS, 2011).

Dessa forma, considera-se que a retirada de uma
fase mével (metanol) ndo influenciou negativa-
mente quanto a detecc¢do dos picos cromatogra-
ficos dos carbamatos carbaril, metomil e carbo-
furano, possibilitando ainda a eliminagdo de uso
deste reagente durante a andlise.

Entretanto, deve-se ressaltar que, quanto maior o
ndmero de analitos a serem detectados em uma
amostra, mais facilmente ocorre a sobreposicao
dos picos cromatogréficos, fazendo-se necessa-
rio, por vezes que todas as fases méveis sugeridas
por uma metodologia sejam aplicadas.

3.1 Seletividade

N

Os cromatogramas respectivos a ATSC sem
carbamatos (Figura 3a), apds a fortificacao
(25 pg L") com carbaril, metomil e carbofura-
no (Figura 3b), demonstraram a seletividade do
método, ou seja, a sua capacidade de medir exa-
tamente os carbamatos na presenca de outros
possiveis componentes existentes na agua de
abastecimento publico.

Tal constatacdo demonstrou que as caracteristi-
cas intrinsecas da ATSC, tais como cor, turbidez e
a presenca de matéria organica natural, ndo in-
fluenciaram a defini¢cdo dos picos cromatografi-
cos. Assim, a seletividade do método foi compro-
vada, pois este foi capaz determinar os analitos de
maneira inequivoca na presenca de outras subs-
tancias susceptiveis de interferirem nessa deter-
minacdo (LANCAS, 2004).
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Figura 3 - Cromatograma da &gua tratada por sistema convencional
(a) ATSC sem carbamatos; (b) ATSC fortificada com carbaril, metomil e carbofurano.

Os diferentes tempos de deteccdo dos picos cromato-
gréficos (Figura 3b) referentes ao metomil, carbofura-
no e carbaril atestaram ndo haver sobreposicédo entre
os analitos de interesse, estando, portanto separados
entre si e dos demais compostos presentes naamostra.

Nas Figuras 3a e 3b, pode-se constatar ainda, a pre-
senca de um composto desconhecido (tempo < 4
minutos), no entanto tal substéncia inerente a ATSC
nao influenciou nem se sobrepds aos picos croma-
tograficos referentes aos carbamatos.

(a) Carbaril
12000 | © Carbasi
pe Ltnear (Carbanl)
10.000 - R =099
8.000 -
>
£ 6000 4
4000 -
2000
0 &
0 20 40 60
pgL?
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3.2 Linearidade e intervalo

A linearidade do método foi comprovada por meio
dos valores dos coeficientes de correlagéo linear
(CCL) de trés curvas de calibracéo (Figuras 4a, 4b
e 4c¢), referentes aos carbamatos carbaril, metomil
e carbofurano, respectivamente. A faixa linear de
trabalho, também denominada intervalos da CC,
foide 0,5ugL"a 100 ug L.

2 A
12000 1 5 cuba o
D = Lnex Cabasl)
X R =0,9999
6.000

0 20 40 60 80

ngL?

o Cabail
Loex (Cakas)
Ri= 06598

0 20 0 60 80
pgl?
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Figura 4 - Curvas de calibragao dos carbamatos [0,5 a 100 pg L], com seus respectivos coeficientes de correlagdo
linear; (a) carbaril; (b) metomil; (c) carbofurano.

A Anvisa (2003) recomenda um CCLiguala0,99 e o In-
metro (2010), umvaloracima de 0,90. De acordo coma
Figura 4a-c, o CCL das CC respectivas aos carbamatos
atendeu aos valores minimos estabelecidos pelos 6r-

gaos supracitados, sendo todos superiores a 0,99.

Somente a segunda CC, referente ao carbofu-
rano, o CCL foi inferior a 0,999 (0,9989); todos
os demais foram superiores, atestando desta

forma a linearidade do método.

Revista DAE | nim. 212 | vol. 66 | Edicdo Especial 2018

Segundo Shabir (2003), um CCL maior que 0,999 é
entendido como uma evidéncia de um ajuste ideal
dos dados, e quanto mais préximo de 1,0, menor

a dispersao do conjunto de pontos experimentais.

Os resultados obtidos em relacdo a linearidade
do método analitico em CLAE com derivatizacao
pds-coluna corroboram o descrito por Kok et al.
(1992). Naquele estudo, a linearidade foi conside-
rada satisfatdria, pois apresentou CCL entre 0,995
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e 1,0 para a determinagdo de carbamatos, dentre
eles o carbaril e o carbofurano.

Resultados similares de linearidade e intervalo fo-
ram descritos por Parreira et al. (2001), os quais
realizaram a validacdo de método analitico para
a determinacdo simultanea de carbaril, carbo-
furano e metomil, dentre outros agrotdxicos, em
amostras de dguas natural e potavel e obtiveram
um CCL igual a 0,9999 para o intervalo de concen-
tracGes entre 0,50 e 100,00 ug L.

3.3 Precisao e exatidao

A precisdo inter-corridas e intra-corridas, expres-
sas por meio do DPR, e a exatidao do método anali-
tico podem ser averiguados na Tabela 3. Nesta en-
contram-se descritos os resultados das médias de
nove medicdes, realizadas em um dia e replicadas
no dia seguinte, considerando trés niveis de con-
centracgdo: baixa (0,5 pg L"), média (50 ug L") e alta
(100 pg L") referentes a ATSC e fortificada com os
carbamatos carbaril, metomil e carbofurano.

Tabela 3 - Avaliagdo da precisdo e exatidao do método para andlise de carbaril, metomil e carbofurano por CLAE com
detector de fluorescéncia e derivatizacdo pds-coluna.

Primeiro dia
Analito Medicoes™ 5 5

Baixa Média

1 0,5219 48,4982

2 0,5019 48,4982

3 0,5104 49,8839

4 0,4968 49,8982

5 0,5103 49,8839

6 0,4930 49,2949
Carbaril 7 0,5034 49,2850
8 0,5029 49,2850

9 0,5103 50,2945
o(ugl?) 0,5034 49,2949
(ug L) 0,0086 0,6300
DPR (%) 1,7129 1,2780

Exatidao 100,68 98,58974
1 0,5028 49,8969

2 0,4928 49,8969

3 0,5158 50,3920

4 0,5076 50,3942

5 0,5008 50,3942

6 0,5193 49,5591
Metomil 7 0,5204 49,5485
8 0,5013 49,5485

9 0,5239 50,2058

o (ugl") 0,5076 49,8969
(ug L) 0,0108 0,3754
DPR (%) 2,1266 0,7523
Exatidao 101,52 99,7938
1 0,5167 50,2957

2 0,5021 50,2957

3 0,5148 51,0394

4 0,5157 51,3029

5 0,5204 51,3029

6 0,4976 49,5029
Carbofurano 7 0,5068 49,5029
8 0,5186 49,5543

9 0,4975 50,2095
o(ugl’) 0,5148 50,2957
(ug L) 0,0091 0,7402
DPR (%) 1,7713 1,4717

Exatidao 102,96 100,5914

Segundo dia
Alta Baixa Média Alta

100,4955 0,5104 50,1057 100,4910
100,2940 0,5116 50,1082 100,3980
100,4955 0,5295 50,1129 100,3988
101,2020 0,5295 52,1038 100,3988
101,3045 0,5295 52,1038 100,9039
101,2020 0,5367 51,9583 101,3918
100,4392 0,5367 51,4820 101,4243
100,0593 0,5268 51,4820 101,4243
99,5920 0,4968 51,4820 100,7857
100,4955 0,5295 51,4820 100,7857

0,5766 0,0137 0,8672 0,4610

0,5738 2,5789 1,6845 0,4574
100,4955 105,9 102,964 100,7857
102,8408 0,5190 49,9133 99,5939
102,8408 0,511 50,1980 99,5939
100,6938 0,511 50,3949 99,5939
100,5939 0,5185 50,8556 99,7967
100,6938 0,5185 50,8556 99,8093
101,9786 0,4928 50,0293 99,8977
101,9785 0,4928 50,0293 99,9600
101,9335 0,5006 49,6954 99,9600
100,4069 0,5104 49,6927 100,0284
101,9335 0,5111 50,0293 99,8093

0,9704 0,0105 0,4399 0,1733

0,9520 2,0549 0,8793 0,1736
101,9335 102,22 100,0586 99,8093
98,6563 0,4970 50,8597 100,0573
98,6563 0,4970 50,8597 100,5028
99,4928 0,5122 50,5341 101,3028
99,7264 0,5178 50,3829 101,3927
99,7264 0,5186 50,1430 101,3028
99,5650 0,5188 49,9008 101,3927
99,5628 0,5189 49,8948 101,2872
99,5628 0,5189 49,9008 101,2472
100,4927 0,5034 51,4835 99,5937
99,5628 0,5178 50,3829 101,2872

0,5616 0,0096 0,5500 0,6759

0,5641 1,8567 1,0917 0,6673
99,5628 103,56 100,7658 101,2872

Nota: (*) média de triplicadas; (DPR) desvio padréo relativo; os niveis baixo, médio e alto correspondem as concentragdes 0,5, 50 e 100 g L7, respectivamente.
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De acordo com os resultados apresentados na Ta-
bela 3, a precisdo intra-corrida, também denomi-
nada repetitividade (Inmetro, 2012) ou repetibi-
lidade (Anvisa, 2003) apresentou concordancia
entre os resultados de medi¢des sucessivas, ou
seja, houve similaridades nos resultados obtidos a
partir das nove medi¢des de cada carbamato com
triplicada durante um mesmo dia. Esses resultados
estdo relacionados as préticas similares de execu-
¢do da analise, pois se mantiveram as mesmas con-
di¢des de medigao, equipamento, local e analista.

A precisao inter-corrida demonstrou que as mé-
dias referentes as concentragdes, baixa, média e
alta, identificadas por meio da realizacdo do pro-
cedimento de medi¢do em dois dias distintos, fo-
ram préximas entre si. E, apesar de pertinente, ndo
foi possivel realizar a reprodutibilidade (precisdo
inter-laboratorial).

O método foi considerado preciso, pois de acordo
com a Equacdo 1 o maior DPR foi 3,1381 % referen-
te ao carbamato carbaril, e a Anvisa (2003) atesta a
precisdo do método quando o DPR for 2 5 %.

Segundo Huber (2007), comumente métodos de
analise que quantificam elementos tracos, impu-
rezas ou micro quantidades de um composto sao
aceitos DPR de até 20 %, enquanto métodos que
quantificam compostos em macro quantidades
requerem um DPRde 1 a2 %.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados
em % respectivos a exatiddo do método Anvisa
(2003), também denominado pelo Inmetro (2012)
como recuperacdo ou tendéncia.

A exatidao foi obtida por meio da CC e situa-se
num intervalo de 98,6 % (carbaril) a 103,6 % (car-
bofurano), portanto os valores de exatidao ex-
pressaram a concordancia entre o valor real e a
concentracao dos carbamatos nas amostras. Em
geral, sdo aceitos intervalos de exatiddo/recu-
peracdo entre 70% e 120% (Inmetro, 2010; EPA,
1996) e de 70% a 110% (WHO, 2009).
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Esses resultados corroboram os estudos realiza-
dos por Chiarello et al. (2017), os quais obtiveram
valores de exatiddo entre 78% e 117% na valida-
¢do do método analitico em CLAE para a quantifi-
cacao de carbaril, metomil e carbofurano, dentre
outros agrotoéxicos. Os autores constaram ainda
que o método analitico, além de exato, era preci-
so, pois o DPR foi inferior a 20%.

3.4 Limites de deteccao e quantificacao

Os resultados dos LD e LQ foram obtidos por meio
das Equacdes 2 e 3 aplicadas a CC e estdo descri-
tos na Tabela 4.

Tabela 5 - Valores de LD e LQ dos carbamatos.

Limite de Limite de
Analito deteccao quantificagao
(ng L") (ug L)
Carbaril 0,0082 0,0273
Metomil 0,0472 0,0157
Carbofurano 0,0042 0,0140

Os LD e LQ sdo considerados promissores, pois
os valores sdo inferiores a concentragdao minima
aceita para o carbofurano (7 ug L") em agua de
abastecimento publico; conforme descrito pela
Portaria N° 2914/2011 do Ministério da Sauide
(BRASIL, 2011), os demais carbamatos ndo estio
contemplados na Legislacao Federal, quando con-
siderado a potabilidade da agua no Brasil.

A sensibilidade (LQ e LD) demonstrou-se adequada
também aos padrdes exigidos em relacdo aos car-
bamatos carbaril, metomil e carbofurano pelas le-
gislacdes de paises como Australia < 30 ug L' (NR-
MMC, 2011), Canada < 90 pg L' (HEALTH, 2003),
China < 10 pg L' (AQSIQ, 2006) e a Comunidade
Europeia Econémica < 0,1 ug L' (CEE, 1983).

Parreira et al. (2001), por meio da CLAE com extra-
¢do de fase sélida e detector de ultravioleta obti-
veram 0,07,0,38 e 0,07 ugL" de LD e 0,18, 0,96
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e 0,18 ug L' de LQ para os carbamatos carbaril,
metomil e carbofurano, respectivamente.

Nunes et al. (2001) obtiveram o LD para o carbama-
to carbaril igual a 0,6 ng L' quando utilizado a CLAE
acoplada a um espectrometro de massas e 0,4ng L™
por CLAE acoplada a detector por fluorescéncia.

Tais resultados demonstram a importancia da vali-
dacdo do método analitico, pois para a determina-
¢do de um mesmo composto, mas por métodos di-
ferentes, obtém-se valores de LD e LQ discrepantes.

4 CONCLUSAO E RECOMENDAGOES

O estudo da metodologia analitica empregando
CLAE com detector de fluorescéncia e seguida de
derivatizagdo pds-coluna apresentou resultados
em niveis aceitaveis para a validacdo do método
de deteccdo e quantificagdo dos agrotoéxicos car-
baril, metomil e carbofurano em agua de abaste-
cimento publico tratada por sistema convencio-
nal, quando considerados os parametros descritos
pela Resolucdo N° 899/2003 da Anvisa.

A metodologia apresentou-se linear na faixa de
concentracdo de trabalho, precisa, exata, especi-
fica e seletiva, o que garantiu resultados analiticos
confidveis que podem ser aplicados rotineiramen-
te para detectar e quantificar esses carbamatos
em aguas de abastecimento publico.

A retirada de uma fase mével (metanol) no cro-
matdgrafo a liquido demonstrou néo interferir nos
resultados de deteccdo e quantificacdo dos car-
bamatos. A boa resolu¢do dos picos cromatogra-
ficos no menor intervalo de tempo pode ser con-
siderada neste estudo um Ffator positivo, porque
propiciou a redugdo do tempo total da andlise.

Apbs a realizacao deste estudo, em que se fez a
utilizacdo de duas fases méveis em detrimento de
trés, recomenda-se o avango em pesquisas refe-
rentes a otimizagdo do uso de acetonitrila na fase
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moével, a fim de possibilitar a minimizacdo de seu
uso, em niveis que ndo interfiram na qualidade
dos resultados das andlises. Tal recomendacéo se
faz necessaria, pois recentemente houve um au-
mento consideravel no preco deste reagente no
mercado internacional, junto com a imposicao de
racionamento de compra.

Sugere-se ainda, que outros laboratérios realizem
a etapa de precisdao do método analitico em CLAE
com derivatizacdo pds-coluna para a quantifi-
cacao de carbamatos em 4dgua de abastecimen-
to publico conforme os procedimentos descritos
neste estudo, para que a reprodutibilidade, ou
seja, a precisdo entre dois laboratédrios, também
seja atestada.

Por fim, a validagdo do método analitico em CLAE
com derivatizacdo pés-coluna para a quantificagao
de carbamatos, realizada neste estudo, contribuiu
para a otimizacdo das formas de detec¢ao de agro-
téxicos na dgua utilizada para o consumo humano.
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