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RESUMO

O modelo produtivo da Revolugdo Verde, iniciado no pds-guerra, buscou
elevar a produtividade agricola, com o discurso de suprir as necessidades
alimentares de uma crescente populacdo mundial, instalando novas
tecnologias que utilizam fertilizantes e pesticidas a fim de garantir elevada
producdo no campo. A cultura de arroz irrigado, desde o século XX, é a
principal atividade agricola da regido do Vale do Paraiba, exibindo uso
continuo de pesticidas com o intuito de combater as pragas. Os recursos
hidricos s&do os mais afetados devido a agricultura exigir elevado suprimento
de agua, conduzindo o desenvolvimento das riziculturas préximo aos rios. O
comprometimento destes recursos naturais gera prejuizos as espécies
aquaticas e a saude humana, principalmente quando sao utilizados para
abastecimento publico. Tal situagdo exige controle e estudos que
possibilitem o monitoramento de pesticidas no ambiente e, que possibilitem
conhecer e determinar os efeitos toxicos que s&o causados aos organismos,
em decorréncia da exposicao a estas substancias quimicas. Novos métodos
analiticos com sensibilidade e robustez adequados, que correlacionem o
desenvolvimento e a otimizagdo de maneira légica e organizada, devem ser
desenvolvidos e validados, a fim de possibilitar a quantificagdo confiavel destes
compostos em agua. Neste sentido, este trabalho propés um estudo para o
desenvolvimento e a validagdo de um meétodo analitico cromatografico para a
determinagédo de bentazona em agua. O método cromatografico foi
desenvolvido e validado seguindo os principais guias de validagdo analitica,
INMETRO, ANVISA, EURACHEM e IUPAC. A faixa linear, obtida apds a
validacdo do método, encontra-se compreendida entre 0,12 a 6 mg L. Os
limites de deteccao (LD) e quantificagéo (LQ) determinados foram de 0,08 e
0,12 mg L™, respectivamente. Aplicando o método cromatografico desenvolvido,
foi possivel determinar residuos de bentazona em amostras de agua coletada
do Rio Canas, obtendo concentragdes que variaram de 0,199 a 5,524 mg L-1
durante os meses de outubro, novembro e dezembro de 2015.
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INTRODUCAO

Os pesticidas sdo desenvolvidos visando potencializar suas caracteristicas
guimicas de maneira especifica e tdéxica a certos tipos de insetos, animais,
plantas ou fungos. Embora esta letalidade seja direcionada, estes compostos
quimicos podem causar sérios danos a organismos nao alvos (Ali et al., 2014,
Veiga et al., 2006).

A contaminagao por pesticidas ocorre tanto pontualmente como em areas
adjacentes as regides de aplicagao, podendo atingir locais distantes do ponto
de partida. Analisando as propriedades fisico-quimicas destes compostos é
possivel, na maioria das vezes, estimar seu comportamento no meio ambiente,
as interacdes com o solo, o transporte, as tendéncias de escoamento superficial
quando dissolvidos em agua ou associados ao sedimento (Spadotto, 2006).

Os recursos hidricos sdo os mais afetados com a contaminagado por
pesticidas devido a agricultura exigir elevado suprimento de agua, conduzindo o
desenvolvimento da rizicultura préximo a rios e lagos. Estudos (Sharma et al.,
2014; Yadav et al., 2015; Nogueira et al., 2012) comprovam que a presenga
destes compostos nos sistemas hidricos € mais comum do que se imagina,
principalmente, nos que estdo localizados proximos de regides agricolas que
empregam uso intenso e intermitente de pesticidas. O comprometimento destes
recursos naturais gera graves prejuizos ao ambiente aquatico e a saude
humana. Tal situagdo exige controle e estudos que possibilitem o
monitoramento e analise de risco de pesticidas no ambiente, além de conhecer
e determinar os efeitos toxicos que sdo causados aos organismos em
decorréncia da exposigao a estas substancias quimicas (Cerejeira et al., 2003;
Mogensen and Spliid, 1995 apud Papadakis et al., 2015).

A descorberta de residuos de pesticidas em varios compartimentos do
ambiente tem levantado sérias preocupacdes relacionada a sua utilizagio.
Sabendo disto e tendo conhecimento da periculosidade que 0s mesmos
apresentam a saude humana e a manutencdao da biodiversidade torna-se
necessario intensificar estudos que possibilitem o monitoramento eficiente de
possiveis contaminagdbes no ambiente, juntamente, a motivagdo do
desenvolvimento de métodos analiticos visando a identificacdo e quantificacéao

destes micropoluentes (Sharma et al., 2014).




A cultura de arroz irrigado € a principal atividade agricola existente na
regido Vale do Paraiba, exibindo relevante importédncia econdmica/social
apresentando uso continuo de pesticidas. O municipio de Canas — SP encontra-
se localizado no o eixo Rio de Janeiro — Sdo Paulo — Minas Gerais nessa
regido, entre os municipios de Lorena e Cachoeira Paulista as margens do Rio
Paraiba do Sul (RPS). Possui dois rios que abastecem a cidade, Canas e
Caninhas, que juntos somam uma area de 70 Km?2. A economia do municipio &
diversificada com destaque a pecuaria, horticultura e a rizicultura exibindo
extensas areas destinadas ao cultivo de arroz irrigado (Prefeitura Municipal de
Canas, 2013).

A rizicultura presente no municipio de Canas apresenta o sistema de
cultivo de polders utilizando agua do Rio Canas, afluente do RPS, para realizar
o alagamento e manter a lamina d’agua dentro das quadras de arroz. A
drenagem da agua do cultivo é continua e junto desta, residuos de pesticidas e
fertilizantes sdo liberados diretamente no Rio Canas. Esta dinamica vem
ocorrendo ha décadas e muito pouco se sabe sobre a influéncia e os impactos
gue este evento ocasiona diretamente ao Rio Canas e indiretamente ao RPS.
Diante disso foi necessario determinar a ocorréncia dos herbicidas em uso na

rizicultura, na agua do Rio Canas.

Classificagao dos Pesticidas

A classificagado dos pesticidas pode ser expressa de acordo com alguns
critérios, como: a peste alvo do controle podendo agir contra plantas
(herbicidas), insetos (inseticidas), fungos (fungicidas), microrganismos de solo
(nematicidas), moluscos (moluscicidas), entre outros; o grupo quimico presente
no composto, como, carbamatos, piretrdides, organoclorados, organofosforados
e triazinas; e o grau ou tipo de prejuizo ao meio ambiente e a saude humana,
estipulado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 1995.

A avaliacdo e a classificacdo quanto ao Potencial de Periculosidade
Ambiental (PPA) se baseia na toxicidade, nas caracteristicas intrinsecas do
composto e na capacidade da substancia quimica causar danos aos
organismos. Para isso s&o realizados no minimo 82 estudos (fisico-quimicos,
ecotoxicoldgicos) do produto técnico ou ingrediente ativo (1.A) e do produto

formulado (comercialmente vendido). A partir da avaliacdo destes estudos é




possivel caracterizar o produto e estimar o seu comportamento e destino
ambiental, assim como, a sua toxicidade a diferentes organismos (“Avaliagao do
Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA) - Qualidade Ambiental”, 2015).

A classificacdo do PPA é realizada pelo IBAMA através da avaliacdo dos
relatérios obtidos por meio de todos os estudos realizados. A classificagado se
da de | a IV, conforme Tab. 1, quanto menor a classe maior sera o perigo de
dano ambiental. Esta informag&o vem disponibilizada no rétulo das embalagens
dos produtos e também nas bulas dos mesmos (“Avaliacdo do Potencial de
Periculosidade Ambiental (PPA) - Qualidade Ambiental”, 2015).

Tab. 1. Classificagdo ambiental dos pesticidas

CLASSE | Produto altamente perigoso ao meio
ambiente

CLASSE I Produto muito perigoso ao meio
ambiente

CLASSE Il Produto perigoso ao meio ambiente

CLASSE IV Produto pouco perigoso ao meio
ambiente

Fonte: IBAMA/MMA, 2015

Pesticida Bentazona

O bentazona, 3-isopropyl-1H-2, 1,3-benzothiadiazin-4 (3H)-one 2,2-
dioxide, C1oH12N203S, € um herbicida seletivo de agéo sistémica que apresenta
classificagado toxicolégica nivel | e ambiental Ill. Pertencente a classe
benzotiadiazinona e € utilizado no controle de plantas daninhas em culturas de
soja, arroz e cereais. E estruturalmente composto por duplo anel, um aromatico
e o outro heterociclico contendo atomos de nitrogénio e enxofre, Fig. 1 (Lima,
2003).
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Fig. 1. Estrutura quimica do bentazona. Fonte: Lima, 2003.

O Basagran®, sintetizado e comercializado pela BASF, é o produto
formulado que contém o bentazona como I.A. Este herbicida tem agao pés-
emergente seletivo e é utilizado para controlar muitos infestantes de folha larga
e ciperaceas principalmente pela acdo de contato, apresentando pouco efeito
sobre a germinacdo das sementes (Pourata et al., 2009). E perigoso se ingerido
ou absorvido pela pele.

O bentazona é classificado como um inibidor da fotossintese.
Geralmente, os inibidores de fotossintese sao divididos em dois grupos
distintos, os inibidores de fotossistema | (PSI) e os inibidores da fotossistema I
(PSIl). O bentazona encaixa-se neste ultimo grupo onde ocorre a oxidagédo da
agua durante processo fotossintético.

A captura e o armazenamento de energia luminosa pelas folhas das
plantas superiores s&o mediados por uma intricada associagdo entre o0s
complexos pigmentosos captores de luz e um transporte sequencial de elétrons
do PSII para o PSI (Barber, 1998).

Uma vez dentro das células das plantas, o bentazona atua bloqueando o
fluxo de transferéncia de elétrons no PSIl. O bloqueio do PSII induz efeitos
secundarios em varias vias metabdlicas, tais como produgdo de singleto e
tripleto de clorofila no estado energizado e formacao de radicais superoxido.
Estes compostos energizados promovem danos oxidativos as proteinas e as
membranas dos cloroplastos (Asada, 2006).

As plantas absorvem e translocam o bentazona do local de sua
aplicagao, sendo que, o grau de translocagdo depende da espécie da planta.
Este herbicida é metabolizado rapidamente, conjugado e incorporado aos

constituintes naturais da planta. O metabolismo da bentazona envolve a




hidroxilagdo do carbono na posicao 6 e 8 (C6 e C8) e subsequente conjugacao
com hidratos de carbono e incorporacdo em componentes naturais tais como
proteinas e fragbes de polissacarideos (amido, pectina, hemicelulose e
celulose). A Fig. 2 ilustra os principais produtos da degradagdo do bentazona
(Macedo et al., 2008).
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Fig. 2. Bentazona e seus principais metabolitos e produtos de degradacgéo
Fonte: Macedo et al, 2008 adaptado de Huber e Otto, 1994.

No ambiente, mais precisamente no solo, a dissipacdo do bentazona é
dependente de fenbmenos como: degradag¢do por micro-organismos, lixiviagao
e escoamento superficial. A capacidade de contaminar aguas superficiais esta
diretamente associada ao baixo coeficiente de adsorgdo no solo (K4 0,176 a
3,056) contribuindo para que residuos do herbicida sejam facilmente arrastados

para mananciais, aguas superficiais e subterraneas (Macedo et al., 2008).

Validagcao de método cromatografico desenvolvido para detecgéao e

quantificagao de bentazona

Quando se pensa em detectar e quantificar analitos que podem estar
presente em uma determinada matriz em niveis tragos, por exemplo, farmacos,

horménios e pesticidas em agua, ha a necessidade de demonstrar a qualidade




das medigbes quimicas, por meio da comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade do método que estda sendo empregado na analise. Dados
analiticos nao confiaveis podem conduzir a decisbes desastrosas e a
prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico
gere informacdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, esse deve sofrer
uma avaliacdo denominada validag&o (Ribani et al., 2004).

A validagcdo de um determinado método analitico € uma etapa obrigatéria
para verificar se o método que esta sendo desenvolvido é capaz de fornecer
resultados precisos para a sua aplicagao de rotina, assegurando, resultados de
qualidade e confiabilidade adequada para tomada de decisbes (Rozet et al.,
2011).

O processo de validacado, uma vez bem definido e documentado, oferece as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas
sdo adequados para o uso desejado. Assim, para o registro de novos produtos,
0s orgaos reguladores, do Brasil e de outros paises, exigem a validagédo de
metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido
documentos oficiais. Estes documentos sao diretrizes a serem adotadas no
processo de validagao, tais como, o guia Codex Alimentarius, Comissédo sobre
métodos de analise e amostragem; Critérios para avaliagdo de métodos
aceitaveis de analise para fins Codex, da Comissdo Europeia; guia de
orientacdo de métodos analiticos sobre residuos de métodos analiticos,
SANCO/825/00; Orientacdées sobre validacdo de métodos de ensaios
quimicos, DOQ-CGCRE-008, do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagao e Qualidade Industrial (INMETRO), entre outros.

Os conceitos que definem validacdo de métodos estdo em constante
evolugao e algumas definigdes podem ser transcritas como:

e Comprovagéo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os
requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos
(INMETRO, 2011);

e A validagcdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisao, sensibilidade, limite de quantificagao, exatidao,
adequados a analise (ANVISA, 2012);




e Validacdo do método € basicamente o processo de definigdo de uma
exigéncia analitica, e confirmatério de que o método em questdo tem
capacidades consistentes com o que é requerido (EURACHEM, 2014).

Ha duas abordagens principais para a validagdao de métodos, a primeira,
chamada de validagdo no laboratério (in house validation), que consiste das
etapas de validagdo dentro de um unico laboratério, seja para validar um
método novo que tenha sido desenvolvido localmente ou, para verificar que um
meétodo adotado de outras fontes esta bem aplicado. A validagao no laboratério
€ utilizada nas etapas preliminares do desenvolvimento de uma metodologia e
na publicacdo de artigos para revistas cientificas, em que sado avaliados
todos os parametros de desempenho da validagdo da metodologia, porém sem
verificar a reprodutibilidade (Thompson; Ellison; Wood, 2002).

A segunda abordagem, denominada interlaboratorial, além de avaliar
todas as caracteristicas de desempenho, esta compreendida ainda, com a
realizacao de um estudo interlaboratorial. Esse estudo é utilizado para verificar
como a metodologia se comporta com uma determinada matriz em varios
laboratdrios, estabelecendo a reprodutibilidade da metodologia e, a incerteza
expandida associada a metodologia como um todo. Somente assim, a
metodologia podera ser aceita como oficial para uma aplicagdo especifica.
No Brasil, os estudos de comparacgdes interlaboratoriais sdo coordenados
pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), através do Programa Brasileiro
de Metrologia em Quimica (Ribani et al., 2004; Thompson; Ellison; Wood,
2002).

Caracteristicas de desempenho do método

Durante a validacdo de um método alguns parametros analiticos s&o
normalmente estudados como: seletividade, limite de deteccao, limite de
quantificacdo, linearidade, sensibilidade analitica, precisdo, exatiddo e
robustez. Esses termos sdao denominados como parametros de desempenho
analitico e, algumas vezes como, figuras analiticas de mérito. Esses critérios
foram definidos e especificados pela Conferéncia Internacional sobre

Harmonizacao (ICH) e agéncias regulatérias em todo o mundo (Araujo, 2009).




Seletividade

Qualquer método analitico pode estar sujeito a sofrer interferéncias
analiticas. Assim, a seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e
validagcdo de um meétodo instrumental de separacédo e deve ser reavaliada
continuamente durante a validagdo e, subsequente uso do método (Rozet et
al., 2011).

A seletividade de um método instrumental de separagao é a capacidade
de avaliar, de forma inequivoca, as substincias em exame na presenca de
componentes que podem interferir na sua determinagdo em uma matriz. A
seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como, a presenga de
outro LA, excipientes, impurezas e produtos de degradagao, bem como, outros
compostos de propriedades similares que possam estar, porventura, presentes
na matriz (Ribani et al., 2004).

E crucial estabelecer que a propriedade medida, por exemplo, o pico de
resposta, € exclusivamente devido ao analito de interesse e ndo de algo
quimico e/ou fisicamente semelhante, que causaria um viés no resultado
mensurado (EURACHEM, 2014). Se a seletividade n&o for assegurada, a
linearidade, a exatiddo e a precisdao estardo seriamente comprometidas
(Vessman et al., 2001 apud Ribani et al., 2004).

Interferéncias podem causar desvios, efeitos, que podem aumentar ou
diminuir o sinal que é atribuido ao analito. Estes efeitos podem ser chamados
de “proporcional ou rotacional” e “translacional ou fixo”. O primeiro é
caracterizado quando o tamanho do efeito para uma dada matriz &€ geralmente
proporcional ao sinal obtido, ocasionando mudanc¢a na inclinagdo da curva de
calibragao, sem alterar a sua interceptagdo. O segundo, “translacional ou fixo”,
€ devido a interferéncias presentes na solucdo de ensaio, sendo, no entanto,
independente da concentragdo da substancia a analisar. E referido como
um “background” ou, interferéncia de ‘linha base” e atua afetando a
interceptacao da curva de calibragdo, mas nédo altera a inclinagdo (EURACHEM,
2014).

A seletividade pode ser obtida por meio de varios procedimentos
analiticos, pode- se avaliar comparando a matriz isenta da substancia de
interesse e a matriz com esta substancia (padrdo) presente. Nesse caso,

nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo da substancia de




interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos presentes na
amostra (Thompson; Ellison; Wood, 2002). Uma segunda maneira € atraves
da avaliagdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrOmetro
de massas), que comparam o espectro do pico obtido na separagdo com o
de um padréao (Ribanl et al., 2004; Thompson; Ellison; Wood, 2002).

Algumas vezes n&do € possivel obter a matriz isenta do analito de
interesse. Entdo, a seletividade € obtida através do método de adigdo de
padrdo. E construida duas curvas analiticas, uma com a adicdo da
substancia de interesse na amostra e, outra sem a presenca da matriz. Ao
comparar as duas curvas analiticas, caso as inclinagcbes sejam paralelas,
pode-se dizer que nao ha interferéncia da matriz na determinag¢ao da substancia

de interesse, garantindo a seletividade do método (Ribani et al., 2004).

Limite de deteccao e Limite de quantificagao

O Limite de deteccéo (LD) é a menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectada. Porém, sem, no entanto
quantificar, sob as condigdes experimentais estabelecidas. O LD é
estabelecido por meio de analise de solugdes de concentragbes conhecidas e
decrescentes do analito até o menor nivel detectavel (ANVISA, 2010).

Em cromatografia, o LD, é a quantidade de analito injetada que resulta na
obtencao e um pico cromatografico com uma altura, pelo menos, duas ou trés
vezes maior que o ruido de linha base do cromatografo. O LD pode ser
calculado de trés maneiras diferentes: pelo método visual, método sinal/ruido e
pelo método baseado em parametros da curva analitica (Green et al., 2011).

No método visual, o LD é determinado utilizando a matriz com adigao
de concentragdes conhecidas da substancia de interesse, de tal modo, que se
possa distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizagdo da menor
concentragao visivel (detectavel). Este procedimento também pode ser feito
através do instrumento, utilizando parédmetros de detecgdo no método de
integragao.

O método de relacdo sinal/ruido pode ser aplicado somente em
equipamentos analiticos que mostram o ruido da linha de base. Para

determinar a relagéo sinal-ruido, é realizada a comparacao entre a medi¢cao dos




sinais de amostras em baixas concentragdes conhecidas da espécie de
interesse na matriz e um branco (matriz isenta do analito) destas amostras.
Assim, € estabelecida uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser
facilmente detectada. A relacéo sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, proporgdes
geralmente aceitas como estimativas do LD (Green et al., 2011; Ribani et al.,,
2004).

No método baseado em parametros da curva analitica, o LD pode ser
expresso pela Equacgao 1, onde: s é a estimativa do desvio padrao da resposta,
que pode ser a estimativa do desvio padrdo do branco da equacéo da linha de
regressao ou, do coeficiente linear da equagéo e, S é a inclinagéo (slope) ou
coeficiente angular da curva analitica (Ribani et al., 2004).

= - Equagio (1)

Frequentemente, o LD é confundido com a sensibilidade do método
analitico. A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir pequenas
diferengcas na concentracdo ou massa do analito teste. Em termos praticos, a
sensibilidade é o declive da curva de calibragdo que é obtido através da
representacdo grafica da resposta em fungdo da concentragdo de analito
(Green et al., 2011).

O Limite de Quantificagdo (LQ) € a menor concentragao do analito que
pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatiddo e precisdo, sob
condigbes experimentais estabelecidas (EURACHEM, 2014). Pode ser
considerado como sendo a concentragdo do analito correspondente ao valor da
média do branco de 6 a 15 replicatas mais 5, 6 ou 10 vezes os desvios-padréao
(Inmetro, 2011).

Ribani e colaboradores (2004) e Rozet et al., (2011), relatam que os
mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, utilizando a relagao
10:1. Ou seja, o LQ pode ser calculado utilizando o método visual, a relagéo
sinal-ruido ou, ainda, a relagdo entre a estimativa do desvio padrao da
resposta(s) e a inclinagdo da curva analitica (S), em niveis préximos ao LQ, a
partir da Equagao 2:




=—+ Equagio (2)

A Uniado Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) determina
um valor padréo para o fator multiplicador, kq, igual a 10 e, se o desvio padrao &
aproximadamente constante em baixas concentragdes, este fator aceita um
desvio padrédo relativo (RSD) igual a 10%. Fatores multiplicadores
correspondentes a 5 ou 6 algumas vezes s&o utilizados com RSD igual a 20 e
17%, respectivamente (EURACHEM, 2014). Figura 3, ilustra a relagcéo

sinal/ruido para o LD e LQ.
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Fig. 3. Relagao sinal/ruido para limite de detecgao e quantificagéo
Fonte: Green et al., 1996

Linearidade e Faixa de trabalho

A capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado é definido como linearidade
(ANVISA, 2010). A quantificagado requer que se conheca a dependéncia entre a
resposta medida e a concentragao do analito.

A linearidade pode ser obtida por meio da padronizacdo interna ou
externa e formulada matematicamente para o calculo da concentracido do
analito a ser determinado na amostra real (INMETRO, 2011). A regressao

6y, X (1]

linear, Equagéao 3, relaciona duas variaveis, onde “x” € a concentragdo e “y” a
resposta medida (absorvancia, altura ou area do pico, etc). O parédmetro “a”
representa a inclinagédo da curva de calibragao e “b” significa a intersegdo com o

eixo y, quando x = 0.




= +  Equacgao (3)

Além dos coeficientes de regressao a e b, também é possivel calcular, a
partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlagdo “r’. Este pardmetro
permite uma estimativa da qualidade da curva analitica obtida, pois quanto mais
préximo da unidade, menor é a dispersao do conjunto de pontos experimentais
e menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados (Ribani et al.,
2004).

Para verificar se a equacgéo de regressao € estatisticamente significativa
podem ser efetuados testes como o ajuste do modelo linear. Um coeficiente de
correlagdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal
dos dados para a linha de regressédo. A Anvisa recomenda um coeficiente de
correlagao igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (ANVISA, 2012;
INMETRO, 2007; Ribani et al., 2004).

Como os desvios da linearidade sdo muitas vezes dificeis de serem
detectados visualmente, pode-se verificar a sua adequacao por meio do calculo
dos residuos entre os valores medidos e os valores calculados a partir da

equacao de regressao. Calcula-se o valor de t empregando a Equagéo 4.

i ~
= —7 Equacao (4)

Onde, residuo = |Xmedido — Xcalculado| Sr = desvio padréo dos residuos n =
numero de pontos. Se o valor de t calculado para um ponto duvidoso de uma
curva de calibragdo for menor ou igual ao valor de t unilateral, para a confianga
desejada e (n-1) graus de liberdade, considera-se que o ponto pertence a curva
e a faixa até ele é linear: (RIBANI et al., 2004). O teste de significancia deve ser
avaliado em conjunto com o gréfico residual e a homocedasticidade deve ser
assegurada (Thompson; Ellison; Wood, 2002).

Apds um ajuste exploratorio, com regressao linear simples, os residuos
devem ser examinados. A heterocedasticidade é bastante comum em uma
calibragao analitica sugerindo que os dados da calibragdo sao melhor tratados

por um regressao linear ponderada e a nao utilizacdo desta podera ocasionar




erros exagerados na porcao inferior da curva de calibracdo (Thompson; Ellison;
Wood, 2002).

As diretrizes da ICH, ANVISA e GARP (Associagdo Grupo de Analistas
de Residuos de Pesticidas) especificam que a linearidade seja determinada
pela analise de, no minimo, cinco concentracdes diferentes que nao incluam o
ponto zero da curva que devem ser injetadas em ordem crescente de
concentragdo, no minimo trés vezes cada, com estimativa de RSD entre as
inje¢des inferior a 5%. Os guias (EURACHEM, 2014) e (INMETRO, 2011)
mencionam que as injecdes devem der realizadas de maneira randémicas.

Para qualquer método quantitativo existe uma faixa de concentragcdes do
analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado. A
extremidade inferior da faixa de concentracdao € limitado pelo LQ e a
extremidade superior dependera do sistema de resposta do equipamento de
medicdo. Durante a validagao do método analitico € necessario confirmar que o
método pode ser utilizado ao longo deste intervalo (EURACHEM, 2014).

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e
dentro desta, a resposta do sinal tera uma relagao linear com o analito ou valor
da propriedade. A extensdo dessa faixa pode ser estabelecida durante a
avaliacao da faixa de trabalho. A faixa linear de trabalho de um método de
ensaio é o intervalo entre os niveis inferior e superior de concentracdo do
analito, no qual foi demonstrado ser possivel a determinagédo com a precisao,
exatidao e linearidade exigidas, sob as condi¢des especificadas para o ensaio.
A faixa linear é definida como a faixa de concentragdes na qual a sensibilidade
pode ser considerada constante (INMETRO, 2011).

Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica é vista como uma alteracdo na resposta do
instrumento que corresponde a uma mudanga na quantidade mensurada, por
exemplo, na concentracdo do analito. E um pardmetro que demonstra a
variagdo da resposta em fungédo da concentragdo do analito. A sensibilidade &
influenciada pela natureza do analito e pela técnica de detec¢ao que esta sendo

utilizada. Pode ser expressa pela inclinagéo da reta de regressao de calibragao,




conforme a Equacédo 5 e é determinada simultaneamente com os testes de

linearidade.
= — [Equacao (5)

Onde, S representa a sensibilidade analitica, dx a variacdo da resposta e dc a
variagao da concentragao.

Precisao

A precisdo € o grau de concordancia entre resultados de testes
independentes obtidos em condi¢des estipuladas. Mede o erro aleatério ligado
ao procedimento analitico, isto €, a dispersao dos resultados em torno do seu
valor médio. (Rozet et al., 2011). E normalmente especificado em termos de
desvio padrao ou desvio padrao relativo também conhecido como coeficiente de
variagao (CV) que é calculado a partir dos resultados obtidos por meio da
realizacdo de medigbes repetidas, normalmente maior que 20 (Thompson;
Ellison; Wood, 2002).

Geralmente, métodos que quantificam compostos em macro quantidades
requerem um RSD de 1 a 2% e métodos de anadlise de tragos ou impurezas,
sdo aceitos RSD de até 20%, dependendo da complexidade da amostra. Uma
maneira simples de melhorar a precisdo € aumentar o numero de replicatas
(Ribani et al., 2004).

A replicacédo é essencial para a obtengcdo de estimativas confiaveis de
caracteristicas de desempenho do método, tal como precisdo. Experimentos
envolvendo analise de replicagcdo devem ser realizados para possibilitar avaliar
as variacdes nas condi¢gdes operacionais que podem ser esperados durante o
uso rotineiro do método. O objetivo deve ser o de determinar a variabilidade
tipica e ndo variabilidade minima (EURACHEM, 2014).

Para a validagdo analitica a precisdao € considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. O termo
repetitividade é adotado pelo Vocabulario Internacional de Metrologia, sendo
utilizado pelo INMETRO. Por outro lado, a ANVISA utiliza o mesmo conceito
para o termo repetibilidade. (INMETRO, 2007).

A repetitividade é uma maneira de medir o grau de concordancia dos

resultados de medi¢des sucessivas de um mesmo mensurado efetuadas sob as




condigdes de repetitividade. Ou seja, a variabilidade dos resultados obtidos sob
as mesmas condi¢cdes de medicdo, realizadas pelo mesmo analista, no mesmo
local e equipamento e durante um curto espago de tempo (EURACHEM, 2014).

A repetitividade envolve varias medigdes da mesma amostra, em
diferentes preparacdes e é, algumas vezes, denominada preciséo intra-ensaio
ou intra-corrida (Thompson; Ellison; Wood, 2002). Recomenda-se sete ou mais
repeticoes para estimar o desvio padrao.

A precisao intermediaria indica o efeito das variagdes dentro do
laboratério devido a eventos como diferentes dias, diferentes analistas,
diferentes equipamentos ou uma combinagdo destes fatores. O objetivo da
validacdo da precis&o intermediaria € o de verificar que no mesmo laboratério o
método fornecera os mesmos resultados (RIBANI et al., 2004). Para determinar
a precisao intermediaria recomenda-se um minimo de dois dias diferentes. Esta
medida de precisao é reconhecida como a mais representativa da variabilidade
dos resultados em um laboratério e, como tal, mais aconselhavel de usar
(ANVISA, 2012).

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das
medi¢gdes de um mesmo mensurando, efetuadas sob condigbes variadas de
medi¢cdo (mudanga de operador, local, equipamento, etc). A reprodutibilidade
refere-se aos resultados dos estudos de colaboracgao entre laboratérios e deve
ser considerada em situagdes como a padronizacdo de procedimentos
analiticos a serem incluidos, por exemplo, em farmacopéias, procedimentos do
CODEX, etc (ANVISA, 2010). A IUPAC nao aconselha tirar conclusbes com
menos de cinco laboratérios e recomenda oito laboratérios em seu guia atual
(Ribani et al., 2004).

Exatidao

A exatiddo do método é definida como o grau de concordéancia entre o
resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente
verdadeiro. A exatiddo ¢é afirmada quantitativamente em termos de
"polarizagéo”, com viés menor indicando maior veracidade (Thompson; Ellison;
Wood, 2002).

A exatiddo é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado

nivel de confianga (ou seja, aparece sempre associada a valores de preciséo).




Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentragdo elevados e mais
amplos em niveis de tragos. A definicdo de exatiddo algumas vezes confunde-
se com o conceito de precisdo, mas isto deve ser evitado. E essencial distinguir
a diferenca entre um resultado e o valor médio, onde este, concede a
localizagdo central da distribuicdo dos resultados e ndo a posicdo de cada
resultado individual. Por definicdo o viés ou recuperacao ira fornecer o centro
da distribuicdo dos resultados produzidos pelo método analitico em relagéo ao

valor verdadeiro aceito (Rozet et al., 2011). Fig. 4.
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Fig. 4. llustracdo de erros sistematicos (a) situacdo de pequeno erro sistematico com
resultados fora da meta (b) situagdo de erro sistematico maior com resultados dentro
da meta Fonte: Adaptado de Rozet et al., 2011.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um
método sdo, entre outros: uso de materiais de referéncia certificados (CRM),
participacdo em comparagdes interlaboratoriais e realizagcdo de ensaios de
recuperacao. A exatidao, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio,
implica numa combinacdo de componentes de erros aleatdrios e sistematicos
(INMETRO, 2007).

Os CRM sao materiais de referéncia acompanhados de um certificado
que possui o valor de concentragdo de uma dada substancia, ou outra grandeza
para cada parametro e uma incerteza associada. Os materiais de referéncia
certificados séo fornecidos por organismos reconhecidos e confiaveis, como
NIST (“National Institute of Standards and Technology” - USA), LGC
(“Laboratory of the Government Chemist” - UK), USP, FAPAS (“Food Analysis
Performance Assessment Scheme” - UK), etc. Os valores obtidos pelo

laboratério (a média e a estimativa do desvio padrao de uma série de replicatas)




da mesma amostra padrao devem ser comparados com os valores certificados
do material de referéncia, para verificar a exatiddo do método (Ribani et al.,
2004).

O uso correto dos MRC consiste na sua analise para avaliar o
desempenho do laboratério. Quando o valor obtido ndo estiver dentro do
intervalo da regido de aceitagdo para o valor certificado, o laboratorio deve
procurar as causas desse desvio e procurar elimina-las (INMETRO, 2007).

A avaliagdo dos métodos consiste na comparagao dos resultados obtidos
empregando um método em desenvolvimento e os resultados obtidos por meio
de um método de referéncia, avaliando o grau de proximidade entre os
resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, o grau de exatiddo do método
testado em relagdo ao de referéncia. Esta abordagem assume que a incerteza
do método de referéncia € conhecida.

A recuperacéo (ou fator de recuperacéo), R, € definida como a proporgao
da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na porgao
analitica do material teste, que é extraida e passivel de ser quantificada.

O analito deve ser adicionado a amostra em pelo menos trés niveis
diferentes de concentragdes, por exemplo, proximo ao limite de deteccéo,
proximo a concentracdo maxima permissivel e em uma concentragao proxima a
média da faixa de uso do método. Para analises a nivel de residuos o
(Associacédo Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas) GARP recomenda
que se trabalhe nos niveis de adicdo de 1, 2 e 10 vezes o valor de limite de
quantificacdo. Para componentes em maiores concentragdes, os niveis de
adicdo podem ser 50, 75, 100, 125 e 150% do nivel esperado para a substancia
(Ribani et al., 2004).

A limitacdo deste procedimento € a de que o analito adicionado nao esta,
necessariamente, na mesma forma que o presente na amostra (INMETRO,
2007). Isso pode implicar, por exemplo, na presenga de substancias
adicionadas em uma forma que proporcione melhor deteccdo, ocasionando
avaliacbes otimistas da recuperacgdo. Pelo fato de outros componentes da
matriz poderem interferir na separagao, deteccdo ou na quantificacdo da
substancia, efeitos dos componentes da matriz devem ser investigados (Ribani
et al., 2004)




Os intervalos aceitaveis de recuperagdo para analise de residuos
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. Porém,
dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50
a 120%, com precisao de até + 15% (Ribani et al., 2004).

Robutez

A robustez de um procedimento analitico mede a sensibilidade que este
apresenta face a pequenas variagdes. Um método € considerado robusto se
revelar ser praticamente insensivel quando é submetido a pequenos desvios
em seus parametros no momento em que esta sendo executado (Thompson;
Ellison; Wood, 2002).

O teste de robustez envolve fazer mudancas no método e verificar o
efeito sobre o desempenho do mesmo. E possivel identificar as variaveis do
método que exibem um efeito mais significativo na eficacia do método e assim
garantir que estas variaveis sejam estritamente controladas (EURACHEM,
2014).

A robustez de um método cromatografico pode ser avaliada, por
exemplo, pela variacdo de parametros como a concentracdo do solvente
organico, pH e forgca ibnica da fase movel em HPLC, programacédo da
temperatura, natureza do gas de arraste em GC, bem como o tempo de
extracdo, agitagédo, etc. As mudangas introduzidas refletem as alteragbes que
podem ocorrer quando um método é transferido para outros laboratorios,
analistas ou equipamentos.

Em HPLC, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando o
conteudo de metanol na fase moével em + 2%, o pH da fase moével em 0,1
unidades de pH ou a temperatura da coluna em £ 5 °C. Se estas mudancgas
estiverem dentro dos limites de exatidao, precisdo e seletividade aceitaveis,
entdo o método possui robustez e tais varia- ¢des podem ser incorporadas ao

procedimento (Ribani et al., 2004).




MATERIAIS E METODOS

Areas de estudo

A dinamica da plantacéo de arroz irrigado € observada no municipio de
Canas que localiza-se a uma latitude 22°42'13" sul e longitude 45°03'19" oeste,
as margens do RPS.

As amostras de agua foram coletadas semanalmente durante os meses de
outubro, novembro e dezembro de 2015, no Rio Canas, localizado no municipio
de Canas/SP. Este rio, apds atravessar o municipio, contorna extensas areas
de cultivo de arroz localizadas na Rua do Meio (Fig. 5), mantendo-as
inundadas, com lamina d’agua de aproximadamente 15 cm, continuamente
ao longo do ciclo do arroz. Desta maneira, a captagdo da agua para o
alagamento das quadras de arroz e sua posterior drenagem ocorrem
diretamente no Rio Canas.

Foram realizadas duas coletas por semana, totalizando dezesseis
amostras durante estes trés meses. A coleta e preservagao das amostras foram
realizadas seguindo o guia nacional de coleta e preservagdao de amostras,
publicado pela Agéncia Nacional de Aguas (ANA), em conjunto com a CETESB
(AGENCIA, 2011).

Em campo, a amostragem foi realizada com precaugdo e técnica para
evitar todas as fontes possiveis de contaminagao, retardar a ag&o biologica e a
alteracdo do composto quimico. No momento da coleta os frascos ambair,
previamente limpos, foram ambientados tomando-se o cuidado de que, no
momento da coleta, particulas e detritos ndo fossem acidentalmente
armazenados junto as amostras. Os frascos ambar contendo as amostras
foram transportados em bolsas térmicas, previamente refrigeradas. Realizada a
coleta, as amostras foram armazenadas ao abrigo da luz solar e mantidas

refrigeradas a 4°C.
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Fig. 5. Principais cultivos de arroz irrigado localizados no municipio de Canas
Fonte: Google Earth

Estudo das condigcées cromatograficas e extragao em fase sélida para

deteccao e quantificagcao do herbicida bentazona

Visando a determinagédo do herbicida em agua a metodologia analitica
foi desenvolvida e validada empregando a cromatografia liquida de fase
reversa. Foi utilizado o cromatografo liquido de alta eficiéncia da Metrohm®,
equipado com o moédulo 850 Professional IC, 858 Injetor Professional Sample
Processor, 887 Detector Professional UV- VIS. Uma coluna Prontosil 120-5-C18
AQ — 150/4.0, substrato silica gel C-18, porosidade de 5 uym foi utilizada neste

método.

Preparo das solucoes

A solucgao estoque de bentazona foi preparada em metanol (MEOH) PA —
99,9% na concentracdo de 1000 mg L. A partir desta, solucdes de trabalho
nas concentracbes de 100 e 10 mg L™ foram preparadas, estocadas em
frascos ambar e reservadas a temperatura de 4°C na auséncia de luz.

No método para detecgao e quantificacdo de bentazona foi empregado
um gradiente de eluicdo, composto por duas fases movel constituida por
(MEOH) PA —99,9% e agua mili-q nas proporgdes 35:65 e 90:10. O pH destas
solucdes foi ajustado em 2.4, utilizando acido fosférico (H3PO4) (Pinto; Jardim,
1999; Zanella et al., 2003).




Todas as solucdes utilizadas no desenvolvimento deste estudo foram
fitradas em membrana de vidro com porosidade 1,2 e 0,45 um e as solugdes
de fases moéveis foram degaseificadas utilizando o equipamento de ultrason.

Seleg¢ao do comprimento de onda da Bentazona

Foi realizado um estudo a fim de avaliar o comprimento de onda
em que a bentazona apresenta maior absortividade. Para tanto estudou-se o
comprimento de onda na faixa UV-VIS, utilizando padr&o de bentazona, 1 mg L

' Foi empregado um espectrofotdmetro, marca FEMTO; modelo 800 XL.

Preparo da amostra e Procedimento de extracao em fase sélida (SPE)

As amostras, uma vez coletadas e corretamente armazenadas no
laboratério foram processadas em um intervalo de 24 a 36 horas,
garantindo a manutencdo de suas caracteristicas fisicas e quimicas.
Inicialmente foi realizada a filtragdo da amostra com membrana de vidro de
porosidade 1,20 e 0,45 ym. Em seguida, o pH das amostras foi ajustado a 2
empregando H3PO4. Neste ponto as amostras encontravam-se prontas para
o procedimento de SPE.

A SPE foi realizada conforme Jardim et al. (1999) e Zanella et al.
(2003) com algumas modificagdes/adaptagdes, visando a otimizacdo do
método. Neste procedimento foi utilizado cartucho de extragdao EuroAnalytical
LTDA, fase C18 silica octadecila, 500 mg de sorvente, capacidade para 3 mL e,
um manifold vac elut da Agilent Technologies®.

Primeiramente, foi realizado o condicionamento do cartucho de extracédo
passando 10 mL de metanol e 10 mL de agua mili-q, pH 2, previamente
acidificado com H3PO4. Em seguida, foi realizada a percolagdo da amostra,
1 L, através do cartucho com o auxilio de uma bomba de vacuo,
controlando a vazao (3 mL Min-1). Apds a percolagado de todo o volume de
amostra, foi realizado a etapa de clean up passando pelo cartucho 5 mL de
agua mili-q. O eluato foi descartado, secou-se o leito sorvente com a passagem
de ar por 5 a 10 minutos. O analito foi eluido (acdo da gravidade) com 1 mL de
metanol. O eluato foi evaporado utilizando nitrogénio gasoso. Finalmente, o

residuo foi ressuspendido em 1 mL de agua mili-q e, injetado no cromatdgrafo.




Validagcao do método para determinagao do herbicida em agua

A validacdo do método desenvolvido para determinagcdo da bentazona
em agua foi realizada seguindo alguns guias dentre estes, o Guia
EURACHEM, INMETRO, ANVISA, IUPAC e, referéncias literarias, Zanella et al.
(2003), Pinto et al. (1999), Green et al. (1996) e Ribani et al. (2004).

Uma vez estabelecido, as condigdes operacionais do método analitico, foi
realizado o procedimento de validagao onde foi verificado as seguintes figuras
de mérito: limite de deteccao, limite de quantificagao, linearidade, sensibilidade
analitica, precisdo, exatidao, e robustez. Com os parametros de validagédo e
critérios de aceitagdo definidos, foi realizado o planejamento experimental da
validagao seguido de sua execucéo.

Apods a validagdo do método, esse foi aplicado para detectar e quantificar
bentazona em amostras de agua do Rio Canas préximo ao desague das

culturas de arroz irrigado.

Limite de detecgao e Limite de quantificagao

Os limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) foram determinados
pelo método da relagdo sinal-ruido (S/R), onde foi realizado a comparagao
entre, a medicao dos sinais obtidos referente as concentracdes conhecidas de
bentazona em agua deionizada e, um branco analitico. A relagdo sinal-ruido,
geralmente aceitas, como estimativas para LD e LQ é de 3:1 e 10:1,
respectivamente. Abaixo destes niveis a deteccdo e quantificacdo do analito
tornam-se problematicas e imprecisas.

Primeiramente foi realizada a inje¢cdo, em triplicata, do padrao de
bentazona, concentragdo de 1 mg L', para analisar qual seria a relagéo
S/R. Apd6s o tempo de corrida da amostra a relacdo S/R foi verificada e, a
partir desta, inje¢cdes de amostras nas concentragbes de 0,14; 0,12; 0,11 e
0,08 mg L-1 de bentazona foram realizadas, em triplicata e, os LD e LQ
determinados.

Linearidade e Efeito Matriz

Para avaliagao da linearidade as curvas analiticas foram preparadas de

maneira independente, com solucdao padrao em diferentes niveis de




concentracgao, igualmente espagados (0,12 a 6,00 ppm). O ponto zero (branco
da curva analitica) foi utilizado como ferramenta de controle de qualidade e
para ajustar o “zero instrumental”.

As curvas analiticas foram preparadas em triplicata, em balbes
volumétricos de 10 mL, adicionando o padrao bentazona em agua deionizada
de acordo com a concentragao referente a cada nivel pré-determinado. As
injecbes das amostras foram realizadas aleatoriamente no sentido de evitar o
comportamento de tendéncia.

No estudo para avaliagdo do efeito matriz, curvas analiticas foram
preparadas em agua do Rio Canas e agua de uma nascente localizada no
municipio de Piquete/SP. Foram utilizados o0s mesmos niveis de
concentracdo, espagcamento e, condicdbes mencionadas acima. As
inclinacbes das trés curvas analiticas foram comparadas para avaliacdo de
possiveis interferentes.

Uma vez definida a faixa linear, ao longo de todas as analise
cromatograficas da validagado analitica, assim como, da aplicagdo do método
validado foram construidas curvas analiticas acatando todos os pontos da

linearidade.

Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica € um parametro que demonstra a variagao da
resposta em fungdo da concentragdo do analito, logo pode ser determinada
simultaneamente com os testes de linearidade, sendo expressa pela inclinagao

da reta de regressao de calibragcédo, conforme Equacgao 6.

Exatidao

A exatiddo do método analitico foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacao, em trés niveis de concentracao diferentes, 1, 2 e 10 vezes o LQ,
estimado anteriormente. O padrao de bentazona foi adicionado a 250 mL agua
deionizada, pH 2, nas concentragbes 0,12; 0,24 e 1,20 mg L™". O procedimento
foi realizado em 7 replicatas para cada nivel, totalizando 21 determinagdes. As
replicatas foram filtradas em membranas de vidro, 1,2 e 0,45 ym, seguido pelo

procedimento de SPE, ja descrito anteriormente (item 2.2.6).




A exatidao foi expressa pela relagdo entre a concentragdo determinada

experimentalmente e a concentracao teorica, conforme Equacéao 6.

a = — X Equacéo (6)

Seguindo os guias de validagcédo analitica, ANVISA (2010); INMETRO
(2011); ICH (2001), os intervalos geralmente aceitaveis de recuperagdo para
analise de residuos estao entre 90 e 110%, com precisao de até + 10%.

Precisao

A precisdo foi estudada considerando dois niveis, a
repetitividade/repetibilidade e a reprodutibilidade, que sdo precisao intra-corrida
e a inter-corrida, respectivamente.

Os ensaios de repetitividade foram realizados em 3 niveis de
concentragao, adicionando o padrao a 250 mL de agua deionizada, pH 2, nos
niveis de concentracido 1; 2 e 10 vezes o LQ. Foram realizadas 7 repeticdes
para cada nivel, totalizando 21 determinagdes. As repeticdes ocorreram em
um curto espaco de tempo, no mesmo local, com mesmo analista e pelo
mesmo procedimento.

A reprodutibilidade interna foi realizada seguindo o ensaio de
repetitividade, adicionando a variante tempo, onde os niveis de concentracao
de bentazona, 0,12; 0,24 e 1,20 mg L™ foram preparados e analisados em 3
dias diferentes.

Nos ensaios para avaliar a precisao foram realizados os procedimentos
de prepare da amostra e de SPE, conforme ja descrito nos itens 2.2.1 e 2.2.3.

A preciséo foi expressa por meio da estimativa do desvio padréao relativo
(RSD), ou seja, pelo coeficiente de variagdo (CV), conforme Equacgéo 7, onde:

s é o desvio padrao absoluto; X a média aritmética do nimero de medicdes.

(%) (%) =-x Equacao (7)




O RSD geralmente aceitavel depende dos niveis de concentragao da
amostra. Quando se quantifica substancias em macro quantidades, €
requerido um RSD variando de 1 a 2 % e, em determinacédo de analises tragos
ou impurezas, sao aceitos RSD de até 20%. Porém, é sabido que quanto menor
for o RSD mais criterioso e preciso sera o método analitico (Ribani et al., 2004).

Neste estudo trabalhou-se com CV de até + 10%.

Robustez

Para avaliar a robustez do método alguns parametros analiticos foram
selecionados para sofrerem pequenas variagbes, como, a propor¢cdo da
composicao da fase mével, o pH da fase mével e a temperatura da coluna.

No método desenvolvido € utilizado um gradiente composto pelas fases
movel A e B (MEOH : H20), nas proporgées 35:65 e 90:10,
respectivamente, pH 2,4 e, coluna Prontosil C18 na temperatura de 45 °C.
Com a finalidade de observar quais seriam, os efeitos ocasionados em
decorréncia a alteragao na proporgcao da composicao da fase mével, no pH
das fases e na temperatura da coluna, foram realizados os seguintes
experimentos em triplicata:

e A fase mével (MEOH : H20) foi avaliada nas propor¢des 30:70/85:15
e 40:60/95:5;

e pH23¢e25;

e Temperatura da coluna 42 e 48 °C.

O preparo das amostras e o procedimento de SPE (itens 2.2.1 e 2.2.3) foi
realizado previamente as injegdes das mesmas no equipamento. Nesta
etapa trabalhou-se com bentazona na concentragdo 1 mg L-1, em 250 mL de

agua deionizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Validagao do método cromatografico desenvolvido

O método desenvolvido para determinagdo cromatografica de
bentazona em &gua foi validado seguindo alguns guias especificos para
validacdo de métodos analiticos como, o guia ANVISA (2010), INMETRO
(2011), guia harmonizado pela IUPAC (2002) e o EURACHEM (2014), e




algumas referéncias literarias, dentre as principais, Green et al. (1996), Pinto
et al. (1999), Zanella et al. (2003) e Ribani et al. (2004).

Na literatura sdo mencionados alguns comprimentos de onda (A\) em que
o bentazona apresenta absortividade, 220; 230 e 250 nm (Pinto; Jardim,
1999; Zanella et al., 2003). Apds verificar a absortividade do composto nos A
da regiao UV-VIS, selecionou-se o A referente a 230 nm para o desenvolvimento
do método para determinagdo de bentazona em agua, conforme Pinto et al.
(1999). Uma vez que o detector UV-VIS é sensivel a concentragdo do
analito presente na amostra, a resposta detectada sera proporcional a
concentracido de bentazona contida no meio. Assim, selecionando o A de 230 nm
aumenta-se a sensibilidade do método desenvolvido, pois a molécula de
bentazona apresenta maior absortividade molecular neste A.

O metanol apresenta absortividade no A de 220 nm (Fig. 6), assim este
A ndo poderia ser selecionado, uma vez que o metanol é componente das fases
movel utilizadas no gradiente de eluicdo do método desenvolvido, podendo
ocasionar um viés na resposta a ser mensurada.

Para o bom desenvolvimento de um procedimento de validagao é preciso
assegurar que, todo o sistema selecionado para o processo de analise, esta
apto a fornecer resultados com precisdo e exatiddo aceitaveis e confiaveis.
Esta é a etapa inicial a ser estabelecida e é obtida, para os métodos
cromatograficos, a partir de testes experimentais de conformidade do sistema
(system suitability), que inclui a avaliagao dos seguintes parametros: fator de
retencao (k), fator de separacao (a), resolugéo (Rs), numero de pratos (N) e fator
de assimetria (As) (Ribani et al., 2004).
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Fig. 6. Espectro referente a absorbancia do bentazona, 1,00 mg L-1, na regidao do UV-
VIS. Fonte: Arquivo préprio

A adequacéo do sistema foi avaliada durante a analise cromatografica e
os parametros observados foram N, As, K e a repetitividade avaliando o RSD.
Realizou-se inje¢cao do padrédo, 1 mg L-1, respeitando um tempo de analise de
50 minutos.

De acordo com o recomendado pelo guia de orientagdo para
procedimentos analiticos e métodos de validagao, United States Food and Drug
Administration (US-FDA) (2000,) Ribani et al. (2004) e Naves et al. (2014), o N
em geral, deve ser > 2000; o k > 2; o As deve estar entre 0,95 e 1,175 e 0 RSD
< 1% para n > 5. Os valores obtidos para os parametros avaliados
encontraram-se dentro das especificacdes supracitadas e, o RSD obtido para
n =6 foide 0,2 %

Faixa Linear e Efeito de Matriz

O primeiro parametro avaliado na validacdo analitica foi a faixa linear.
Essa foi estudada por meio da estimativa dos parametros pelo Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO), inspeg¢do visual dos dados e
tratamento de valores discrepantes. O MMQO parte da premissa que os
resultados seguem a distribuicdo normal tem variancia constante ao longo do
eixo x e, sao independentes. Assim, estas premissas devem ser constatadas
verdadeiras nos dados trabalhados (Bomfim; Abrantes; Zamith, 2010).

Foram construidos e analisados graficos de residuos da regressao para
verificar a presenca de valores extremos, denominados de outliers, que

sao os pontos fora do intervalo *#(1-a/2;n-2)Sres, sendo Sres o desvio




padrao dos residuos da regressao (Bomfim; Abrantes; Zamith, 2010). Como o
MMQO ¢é muito sensivel a presenca de outliers, esses foram identificados e
tratados aplicando o teste de residuos padronizados de Jacknife (Souza;
Junqueira, 2005). Este teste foi aplicado sucessivamente até que novos
outliers ndo fossem detectados ou, até uma exclusdo maxima de 22,2% no
numero original de resultados (Pinheiro et al., 2010).

Na Fig. 7 estao representados os graficos exploratérios dos residuos de
regressao (residuos da regressao versus niveis de concentracédo) de bentazona
avaliados em trés meios: branco analitico, agua do Rio Canas e agua da
nascente. As linhas em pontilhado nestes graficos correspondem a t(1-
a/2;n-2)Sres, que € o intervalo de variagdo aceitavel para os residuos de
regressao representados nos graficos. Os perfis destes graficos de residuos
mostram que ndo houve tendéncias Vvisuais que demonstrassem

heteroscedasticidade ou desvio de linearidade.
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Fig. 7. Grafico dos residuos de regressao para bentazona nos trés meios
estudados A = valores extremos e = residuos de regressao. Fonte: Arquivo
préprio




Os intervalos de confianga dos residuos *t(1-a/2;n-2)Sres, observados
na Fig. 7, sugerem a presencga de trés outlier em 4, 5 e 6 mg L™, na curva
analitica em meio a agua mili-q. Na curva analitica em meio a agua da nascente
observou-se comportamento similar, com trés valores extremos em 4 mg L. Ja
na curva analitica em meio a agua do Rio Canas nao foi observado qualquer
outlier. Estes valores extremos indicados no formato de tridngulo foram
removidos apds aplicacdo do teste de residuos padronizados de Jacknife,
respeitando um limite de 22,2% do numero original dos dados (n = 24),
conforme Pinheiro et al. (2010).

Realizada a avaliagao e tratamento dos outliers, as premissas exigidas
pelo MMQO, a normalidade (pelo teste de Ryan-Joiner), a homoscedasticidade
das variancias dos residuos (pelo teste de Levene modificado por Brown e
Forsythe) e a independéncia dos residuos da regressao (pelo teste de Durbin &
Watson) foram avaliadas. O teste F foi conduzido para verificar o ajuste ao
modelo linear por meio da avaliagdo das significancias da regressdo e do
desvio de linearidade avaliado contra o erro puro (Bomfim; Abrantes; Zamith,
2010). Os resultados constam na Tab. 2.

O teste de Ryan-Joiner avalia a correlagdo entre os residuos de
regressdo para cada curva e os valores normais teoricamente esperados. E
um teste similar ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Quando a correlacéo
€ proxima a 1, assume-se que os dados possuem distribuicdo normal e, quando
o coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner (Req) € menor que o valor critico
apropriado (Rcrit), rejeita-se a hipdtese nula de normalidade.

De acordo com este teste (a = 0,01), obteve-se um Req > Rcrit = 0,932
para as curvas em meio a agua mili-q e agua da nascente e Req > Rcrit =
0,939 para a curva em meio a agua do Rio Canas (Tab. 2). Estes valores
indicam que ha uma correlagéo significativa entre os residuos de regressdo nos
trés meios avaliados. Assim, pode-se dizer que ndo ha desvio da normalidade
para as trés curvas (Reis et al., 2015; Souza; Junqueira, 2005).

Na Fig. 8, estdo representados os graficos da normal QQ dos
residuos de bentazona em agua mili-q, agua da nascente e em agua do
Rio Canas, com seus respectivos coeficientes de correlagdo de Ryan-Joiner.
Pode-se observar que os residuos de regressdo encontram-se centrados na

meédia, apresentando pouca dispersao.




Tab. 2. Resultados das analises estatisticas aplicadas para verificar a normalidade,
homoscedasticidade e independéncia dos residuos de regresséo

Parametros i
Agua Mili-q Rio Canas Nascente
Curvas
Req para
Normalidade 0,989 0,958 0,976
dpara 1,91 0,586 1,37
Independéncia
tL / Terie for 3,86/ 8,54 x
Homoscedasticidade 1,3870,185 10 2,02/0.574
F para significancia 1,42 x 10° 520 x 10° 9,17 x 10°

da Regresséo

Req = coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner; fL= estatistica t de Levene; d = estatistica de Durbin-
Watson.

A estatistica de Durbin-Watson analisa a autocorrelagao, a dependéncia
entre os residuos de regressdo. De acordo com esta estatistica, os residuos
da regressdo nao apresentaram autocorrelagdo (D > dU = 1,16) (p < 0,01)
para as curvas em meio a agua mili-q e agua da nascente, indicando a
independéncia dos residuos (Tab. 2). A curva obtida em meio a agua do Rio
Canas apresentou D < dU = 1,20, indicando dependéncia dos residuos (Reis et
al., 2015). Contudo, esse resultado indica apenas que as replicatas foram
muito bem reproduzidas apresentando baixo CV, uma vez que sé&o
replicatas genuinas e as medidas foram realizadas de maneira aleatoria, ndo
inviabilizando assim aplicagdo do MMQO para estimar os parametros de
regressao.

O Teste de Levene modificado por Brown & Forysthe analisa a
igualdade das varidncias das variaveis de interesse para as populagdes
envolvidas (Almeida; Elian; Nobre, 2008). Na avaliacdo da homoscedasticidade
da variancia dos residuos de regressdo por meio desse teste (Bomfim;
Abrantes; Zamith, 2010), verificou-se que os residuos nao apresentaram
variabilidade significativa para os trés meios avaliados (tL>Tcrit) a um nivel de
confianga de 95% (Tab. 2). Neste sentido, pode-se inferir que a variabilidade
foi constante ao longo das concentragbes estudadas, ou seja, confirma-se a

homoscedasticidade entre os residuos de regressdo. Este comportamento é




também confirmado nos graficos dos residuos (Fig. 8), onde observa-se a

distribuicdo aleatéria dos residuos em torno da curva (Souza; Junqueira, 2005).
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Fig. 8. Grafico da normal QQ dos residuos de regresséo do bentazona no trés meios
estudados.

Depois de verificadas e confirmadas as premissas do MMQO, obteve-

se as seguintes equacdes de regressdo: Area = 1,4083 [Bentazona] — 0,0227




(R? = 1) para a curva em agua mili-q, Area = 1,4235 [Bentazona] — 0,0875 (R®
= 0,9996) para a curva em meio a agua do Rio Canas e Area = 1,4107
[Bentazona] — 0,0249 (R? = 1) para a curva em meio a agua da nascente (Figs.
9 a 11). De acordo com a ANOVA, as regressdes para os trés meios avaliados
foram significativas com p < 0,01 (F > Fcrit = 8,2 para agua mili-q e agua da
nascente e F > Fcrit = 7,9 para Rio Canas). Assim, pode-se dizer que o método
desenvolvido para determinacdo de bentazona em agua apresenta
linearidade ou, faixa linear, compreendida entre 0,12 a 6 mg L". O
cromatograma referente a linearidade obtida para bentazona pode ser
observado na Fig. 12.

Pode-se observar que nao houve diferenga significativa entre as
inclinagdes das curva em meio a agua mili-g € em meio a agua da nascente,
indicando a auséncia de efeito de matrizz. O mesmo comportamento foi
observado ao comparar as inclinagdes da curva em meio a agua mili-q e em
meio a agua do Rio Canas. Entretanto, pode-se observar que as intercessodes

sao diferentes, indicando, possivel efeito de matriz (Souza et al., 2014).

Curva analitica para Bentazona em agua mili-q
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Fig. 9. Curva analitica para bentazona em agua mili-q.




Curva analitica para Bentazona em agua do Rio Canas
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Fig. 10. Curva analitica para bentazona em agua do Rio Canas
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Fig. 11. Curva analitica para bentazona em agua da nascente
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Fig. 12. Cromatograma referente a linearidade obtida para bentazona, com relagéo
sinal/ruido acima de 3:1

Neste sentido, cromatogramas foram obtidos a partir das inje¢des, em
triplicata, de amostras de agua mili-q, do Rio Canas e da nascente
fortificadas (1 mg L") e ndo fortificadas. Foi possivel observar que, nos
cromatogramas referente as amostras nao fortificadas, ndo houve nenhum
pico de resposta cromatografica no tempo de retencdo (tR) do bentazona
(12,45 minutos), nao havendo evidéncias de que interferentes e
contaminantes, possam coeluir com o analito no tR determinado. Nos
cromatogramas referente as amostras fortificadas, observou-se um pico
cromatografico no tR de 12,45 minutos, referente a concentragdo de 1mg L™
de bentazona, conforme Figs. 13 a 15.

Comparando as areas dos picos cromatograficos obtidos, (4 = média +
DP = desvio padrao, n = 3), 1,034 £ 0,001; 1,035 + 0,001 e 1,034 + 0,001, em
agua mili-q, Rio Canas e nascente, respectivamente, observou-se que a
pequena diferenca verificada nos interceptos das curvas, nao proporcionaram
erros significativos na determinacédo do bentazona nos trés meios avaliados.
Uma vez que as areas referente aos picos cromatograficos foram
semelhantes, o tR do bentazona néo sofreu alteracdo nos meios analisados e,
houve adequada precisao (CV < 10%) e recuperagédo analitica (100%).

Desta maneira foi certificada a seletividade do método cromatografico

desenvolvido para determinagdo de bentazona em agua, pois a resposta




mensurada, pico de resposta, € uUnica e exclusivamente do analito de
interesse, bentazona, e ndo de algum composto quimico ou fisicamente

semelhante, o que resultaria em um viés na resposta a ser mensurada.
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Fig. 13. Cromatograma referente as inje¢cbes de agua mili-q, do Rio Canas e da
nascente nao fortificadas com bentazona, com relagéo sinal/ruido acima de 3:1
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Fig. 14. Cromatograma referente as injecdes de agua mili-q, do Rio Canas e da
nascente, fortificadas na concentracdo de 1 mg L-1 de bentazona, com relagéo
sinal/ruido acima de 3:1
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Fig. 15. Cromatograma referente a sobreposicao das injecbes de bentazona, 1
mg L™, nos trés meios analisados, com relagdo sinal/ruido acima de 3:1




Limites de Deteccao e Limites de Quantificagao

Os Limites de Deteccgado e os Limites de Quantificacdo foram estimados a
partir das relagdes sinal/ruido das seguintes concentragdes de bentazona:
1,00; 0,14; 0,12; 0,11; 0,08 mg L respectivamente.

Padrbées de bentazona foram injetados, em triplicata, no HPLC em
ordem decrescente de concentracdo. Para cada amostra obteve-se um sinal,
indicando a area ocupada pelo pico cromatografico, e um ruido (linha base).

Por meio destes, a relacao sinal/ruido foi calculada e consta na Tab. 3.

Tab. 3. Limites de deteccéo e de quantificagcao para bentazona

Concentragdo (mg L™) Sinal (u) / DP Ruido (p) / Relagéao Sinal /
DP Ruido
1 7,483 /1 0% 0,108 / 0% 69,29/ 1%
0,14 1,307 /1% 0,111 /1% 11,82/ 7%
0,12 0,852/ 1% 0,102 /1% 8,42/ 3%
0,11 0,636/ 1% 0,104 / 1% 6,17 /1 3%
0,08 0,338/ 1% 0,110/ 1% 3,07/ 3%

M = média da triplicada; DP = desvio padrao

As proporgdes sinal-ruido geralmente aceitas na validagdo de métodos
analiticos para LD e LQ s&o de 3:1 e 10:1, respectivamente (INMETRO, 2007;
Ribani et al., 2004). Nesse sentido, observando as relagdes sinal-ruido
obtidas para cada uma das concentracbes estudadas, determinou-se os

valores de LD e LQ, 0,08 mg L™ 0,12 mg L, respectivamente.

Precisao (Repetitividade e Precisao Intermediaria) e Exatidao (recuperac¢ao)

Devido a inexisténcia de materiais de referéncia devidamente
certificados para bentazona, os parametros recuperagao e precisao (sob
condi¢des de repetitividade e precisdo intermediaria) foram pesquisados em
ensaios com formulagdes em trés niveis de concentragéo, 0,12; 0,24 e 1,20 mg
L™, sendo sete replicatas independentes em cada nivel.

A precisdo foi obtida sob condicdes de repetitividade e precisao

intermediaria, expressa em termos de RSD e estimada por analise de




variancia dos resultados de recuperagao, obtidos para as sete replicatas de
cada nivel de concentragc&o avaliado (INMETRO, 2011).

A exatiddo do método foi investigada por meio da média de
recuperacao, obtida para as sete replicatas nos niveis de concentragao
avaliado. O critério de aceitabilidade adotado foi de média de recuperacao
entre 90 e 110%, conforme previsto pela ANVISA para analise de elementos a
niveis tragos (ANVISA, 2010).

Na Tab. 4, consta os resultados obtidos. Observa-se que a recuperagao
various de 97 a 100% para o nivel 0,12 mg “""; de 96 a 98% para o nivel 0,24
mg L' de 92 a 100% para o nivel de 1,20 mg L' e de 95 a 100% para a
recuperacdo intra-dia. Estas porcentagens de recuperagdo obtidas
encontram-se dentro do intervalo estipulado de recuperacido para analise de
residuos. Os CV obtidos em todos os niveis foram inferiores a 6%, garantindo
boa concordancia das analises realizadas (ANVISA, 2010; INMETRO, 2007;
Ribanl et al., 2004). Os resultados obtidos, por meio da avaliagdo da
repetitividade, precisdo intermediaria e recuperacdo, indicaram adequada

precisao e exatidao do método analitico desenvolvido.

Tab.4. Resultados obtidos para repetitividade e precisao intermediaria para bentazona

= A Média * Recuperacao o
Concentragdo mg L Desvio (%) CV (%)

0,120 1° Dia 0,117 + 0,006 97,30 5,40
0,120 2° Dia 0,120 £ 0,007 99,80 5,50
0,120 3° Dia 0,121 £ 0,002 100,80 1,70
0,240 1° Dia 0,236 + 0,016 98,20 5,30
0,240 2° Dia 0,232 + 0,004 96,50 1,80
0,240 3° Dia 0,231 + 0,011 96,10 4,60
1,20 1° Dia 1,108 + 0,014 92,30 1,20
1,20 2° Dia 1,206 + 0,027 100,5 2,20
1,20 3° Dia 1,184 + 0,048 98,70 4,00
0,120 - Intra-dia 0,120 + 0,01 100,00 4,54
0,240 - Intra-dia 0,230 + 0,01 95,83 4,00
1,20 - Intra-dia 1,16 £ 0,05 95,83 4,59

Robustez do Método

A avaliagdo da robustez do método foi conduzida sob a variagdo da
temperatura da coluna (x 3 °C) e composigao da fase movel (MEOH: H20 e




pH), utilizando padrdo 1 mg L' de bentazona. Os dados obtidos podem ser
observados na Tab. 5. A partir destes resultados verificou-se que, as areas
dos picos cromatograficos correspondente a cada injecdo de bentazona nao
apresentaram variagao significativa, a um nivel de confiangca de 95%. O
percentual de recuperacao foi superior a 90%, encontrando-se dentro do
intervalo de recuperagéo para analise de residuos. A conformidade do sistema,
avaliando os parametros, K, N e As, encontraram-se dentro das especificagoes,
conforme Ribani et al. (2004). Essas observagdes indicam que o método

desenvolvido apresentou- se robusto diante das variagdes a que foi submetido.

Tab. 5. Resultados obtidos na avaliagdo da robustez do método para deteccéo e
quantificagéo de bentazona (média + desvio padrao relativo, n = 3)

Recuperagao (%) *

Parametros Nivel RSD
42 °C 102,8 £ 0,7
Temperatura 45 °C 99,9+1.1
48 °C 102,4 £ 0,1
30:70/ 85:15 pH =
98,1+4,5
2,3
30:70/85:15 pH =
93,1+0,2
2,5
Composicao da
Fase movel 35:65/ 20:'310 pH = 99,6 + 1,4
Metanol:3 : . =
(Metanol:agua) 35:65/90:10 pH 931402
2,5
40:60/ 955 pH = 100.0 £ 0.4
2,3
40:60/ 955 pH = 97.4 + 3.1

2,5

Aplicagcao do método desenvolvido para a determinagao de Bentazona

O método foi desenvolvido e validado nas seguintes condigbes

cromatograficas: sistema gradiente de eluicdo composto por duas fases




movel, constituidas por MEOH : H20O nas proporg¢des 35:65 e 90:10, pH 2.4
ajustado com H3PO4. Tempo total de analise cromatografica de 20 minutos,
volume de injecdo 90 pL, fluxo variando em 1,00 e 1,20 mL Min-1 e, tR do
analito definido em 12,45 minutos. A Fig. 16 é referente ao cromatograma
obtido para bentazona apdés desenvolvimento e validagdo das condicbes
operacionais do método.

Apoés desenvolvimento e validagdo, o método foi empregado para a
determinacédo de bentazona em 16 amostras de 4&gua, coletadas
semanalmente no Rio Canas durante os meses de outubro, novembro e
dezembro de 2015. As amostras foram previamente preparadas conforme
procedimentos descritos nos itens 4.2.3 e 4.2.4, empregando 1 L de agua do

Rio Canas em cada analise realizada.
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Fig. 16. Cromatograma referente a injegdo de bentazona, 1 mg L', com relagdo
sinal/ruido acima de 3:1.

As coletas de amostras de agua realizadas no Rio Canas ocorreram sob
condigbes climaticas chuvosas (amostras 2; 13; 14; 15 e 16) e ensolaradas,
demais amostras. Os teores de bentazona quantificados encontram-se na
Tab. 6. As Figs 17 a 19, séo referentes a cromatogramas obtidos das

amostras 2, 7, e 9, respectivamente.




Tab. 6. Teores de bentazona obtidos em amostras de agua coletadas no Rio Canas
durante os meses outubro, novembro e dezembro de 2015 (média + desvio padrao, n

:3)

Amostras Concentragado (mg L™) Més Clima
1 2,166 + 0,006 Outubro Sol
2 0,199 + 0,002 Outubro Chuva
3 3,606 + 0,005 Outubro Sol
4 3,642 + 0,005 Outubro Sol
5 3,423 £ 0,004 Novembro Sol
6 3,415+ 0,015 Novembro Sol
7 3,560 = 0,007 Novembro Sol
8 3,717 £ 0,002 Novembro Sol
9 5,542 + 0,002 Novembro Sol
10 4,886 + 0,002 Novembro Sol
1 2,608 £ 0,002 Novembro Sol
12 3,597 £ 0,003 Novembro Sol
13 D/NQ Dezembro Chuva
14 D/NQ Dezembro Chuva
15 D/NQ Dezembro Chuva
16 D/NQ Dezembro Chuva

D = Detectado NQ = N&o Quantificado
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Fig. 17. Cromatograma referente a amostra 2, bentazona 0,199 mg L™, coletada no

Rio Canas no més de outubro/2015, com relacdo sinal/ruido acima de 3:1
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Fig. 18. Cromatograma referente a amostra 7, bentazona 3,560 mg L', coletada no
Rio Canas no més de novembro/2015, com relagdo sinal/ruido acima de 3:1
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Fig. 19. Cromatograma referente a amostra 9, bentazona 5,524 mg L™, coletada no
Rio Canas no més de novembro/2015, com relagao sinal/ruido acima de 3:1

Ao realizar a analise estatistica pelo Teste de Tukey, observou-se que
as concentragbes de bentazona variaram significativamente a cada coleta
realizada, exceto entre as amostras 3 e 12, realizadas nos meses de outubro e
novembro, respectivamente, e entre as amostras 5 e 6, realizadas no més de
novembro.

O método predominante de aplicagao do herbicida nas culturas de arroz
no municipio de Canas ¢é por via liquida. Nesta aplicagao, uma formulagao é
geralmente diluida em agua, formando a calda que, via de regra, é aplicada na
forma de gotas através de pulverizagdo. Durante o 2° semestre de 2015, a
aplicacdo de bentazona nas culturas ocorreu nos meses de setembro e
novembro.

ApOs a aplicagédo do pesticida em uma cultura, por meio de diferentes

meétodos, varios processos, fisicos, quimicos e bioldgicos, determinam eu




comportamento. O destino dos pesticidas no ambiente é governado por
processos de retengédo (sor¢do, absorgao), de transformagéao (degradagédo
quimica e biologica) e de transporte (deriva, volatilizagdo, lixiviagdo e
carreamento superficial) (Spadotto, 2006). Sob influéncia da temperatura e luz
solar, os pesticidas estdo sujeitos a degradacdo quimica, bacteriana e a
fotodegradacado. A ocorréncia desses processos podem ter contribuido para que
diferentes concentragdes de bentazona fossem obtidas durante as coletas
realizadas nestes meses.

Spadotto (2006) menciona que as condigdbes meteoroldgicas,
localizacdo da area na topografia e praticas de manejo agricola podem,
entre outros, afetar o destino dos pesticidas no ambiente. O volume, a
intensidade e a frequéncia das chuvas tém grande influéncia no transporte e
na perda de pesticidas, através do escoamento superficial e da percolacédo da
agua no solo.

A baixa concentragdo de bentazona obtida na amostra 2 (0,199 mg L~
") e a ndo quantificacdo (somente deteccdo) de bentazona nas amostra 13
a 16, pode ser em decorréncia ao periodo chuvoso observado nestas
semanas dos meses de outubro e dezembro/2015. Além da chuva
intensificar os processos supracitados, o aumento do volume de agua
favorece a diluicdo dos pesticidas e, consequentemente, menores
concentragdes foram quantificadas.

No periodo de chuva, grande parte da matéria organica presente no
solo pode sofrer escoamento superficial. Esta matéria organica contida no solo
e em aguas naturais encontram-se como substédncias humicas (SH). Essas
substancias sdo uma mistura complexa de moléculas, semelhantes entre si e
formadas pela decomposic¢ao biolégica e enzimatica de vegetais no solo. Sao
transportadas as aguas naturais por processos de lixiviagdo, escoamento e/ou
podem, também, ser formadas diretamente no meio aquatico por
decomposigdo de plantas e organismos aquaticos (Toscano; Ribeiro; Rocha,
2000).

As interagdes destas SH com compostos organicos antropogénicos,
como os pesticidas, estdo relacionadas com efeitos de adsorcao, solubilidade,
hidrolise, processos microbioldgicos e fotossensibilizantes. O efeito
solubilizante do material humico sobre compostos organicos pode




desempenhar importante papel na dispersao, mobilidade e transporte desses
produtos no ambiente aquatico (Toscano; Ribeiro; Rocha, 2000).

O pesticida pode ser transportado pela agua da chuva que escoa
superficialmente e pelo solo erodido, sendo levado as partes mais baixas da
topografia, podendo chegar até os rios, corregos, lagos e agudes. O pico de
concentracado de pesticidas em aguas superficiais € registrado logo apods
periodos chuva (Spadotto, 2006). Pode-se dizer que esse evento € observado
quando se analisa a diferenca entre as concentragdes de bentazona
quantificadas nas amostras 2 e 3 (0,199 e 3,606 mg L™), respectivamente.

Entende-se que, possivelmente, no periodo pds-chuva, ha um aumento
na concentracdo de pesticidas em rios localizados proximo as plantagdes que
recebem a agua drenada das culturas. Assim, é possivel inferir que a diferenca
nao significativa (Teste de Tukey), obtida entre as concentragdes de
bentazona das amostras 3 e 12, seja em decorréncia ao escoamento
superficial. A chuva pode ter carreado uma maior quantidade de herbicida para
o rio, aumentando a concentracido de bentazona quantificada na amostra 3.

A aplicacdo do bentazona na cultura de arroz durante a 12 semana de
novembro de 2015, pode ter influenciado na obtencdo de concentracbes
similares desse herbicida (amostras 5 e 6) e, no posterior aumento das
concentragdes obtidas (amostras 7; 8; 9; e 10). E recomendado manter
estatica a lamina de agua do cultivo, por um periodo minimo de duas semanas
apos a aplicagao do pesticida (Copatti; Garcia; Baldisserotto, 2009).

Nas culturas de arroz irrigado no municipio de Canas, a lamina de
agua é mantida estatica por aproximadamente 10 dias. Durante este periodo,
a vazao de drenagem da agua nas quadras de arroz diminui significativamente,
aumentando a concentragdo do herbicida no interior das mesmas e,
consequentemente, diminuindo-a ou mantendo-a constante na agua do Rio
Canas. Assim, quando a lamina de agua encontrava-se estatica, obteve-se
concentragdes de bentazona similares (amostras 5 e 6) e, quando a vazao de
drenagem da agua foi normalizada nas quadras de arroz, obteve-se valores
maiores de bentazona nas amostras coletadas posteriormente (amostras 7; 8; 9
e 10).

Conforme ja mencionado, o Brasil carece de uma legislagdo mais

eficiente que determine os limites de concentragcdo maxima para a maioria dos




pesticidas comercializados. A legislagdo anterior, Portaria MS n° 518/2004, a
Portaria atual do MS n° 2.914/2011, define VMP para bentazona sendo como
0,300 mg L. Nesse sentido, o método desenvolvido neste estudo, pode ser
aplicado para vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de qualidade, uma vez que atende ao VMP para bentazona
estabelecido pelo ministério da saude.

Ao analisar as concentragdes de bentazona obtidas nas amostras de
agua coletadas no Rio Canas, foi possivel observar que todos estes valores
(Tab. 6) foram superiores ao VMP, exceto amostra 2, onde bentazona foi

quantificado na concentragao referente a 0,199 mg L,

CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Por meio do estudo realizado foi possivel obter um levantamento das
areas de cultivo de arroz irrigado localizada no municipio de Canas,
selecionando o Rio Canas localizado proximo a essas culturas, assim como, o
herbicida bentazona, que nestes cultivos sdo aplicados no controle as ervas
daninhas.

O método desenvolvido para deteccédo e quantificacdo de bentazona em
agua foi validado apés a verificagdo e certificacdo de todas as figuras de mérito
e premissas que sao sugeridos na validagdo de um método analitico laboratorial
(faixa linear e efeito matriz, limites de deteccdo e quantificagdo, preciséo,
exatidao e robustez).

No estudo das figuras de mérito foram obtidos niveis de recuperagao
do analito superiores a 90 %. Os CV observados em todas as analises foram
inferiores a 6%, garantindo concordéancia entre os procedimentos realizados,
indicando que o método desenvolvido apresentou adequada precisdao e
exatiddo. Apds a verificacao e certificacdo de todas as premissas, foi possivel
validar o método para determinagédo de bentazona em agua.

Aplicando o método desenvolvido foi possivel quantificar residuos de
bentazona em amostras de agua do Rio Canas, durante os meses de outubro,
novembro e dezembro de 2015. As concentracbes de bentazona em agua

variaram de 0,199 a 5,524 mg L™, valores sdo superiores ao VMP, 0,3 mg L™,




estabelecido pelo Ministério da Saude para estar presente em agua de
consumo humano.

A legislacdo, no que diz respeito a validacdo de metodologias, tem
algumas vertentes e diferentes interpretagdes. A legislacdo brasileira tem sido
mais bem definida por meio de resolugdes e recomendacgdes do INMETRO e
ANVISA, inspiradas em diretrizes da ICH e do grupo EURACHEM. Para que um
estudo de validagcédo seja conduzido com sucesso € necessario que se tenha
amplo conhecimento da legislacdo referente as substancias em estudo
(pesticidas) e das diretrizes propostas pelas agéncias reguladoras que atuam
na(s) area(s) em questao.

Devido importancia de se conhecer e determinar as concentragdes de
pesticidas em aguas, mais estudos sao necessarios para determinar e entender
0s processos de dispersao, transporte, degradagao, adsorgao, hidrélise, entre
outros, no ambiente. Novos métodos analiticos mais sensiveis e robustos que
correlacionem o desenvolvimento e a otimizagcdo de maneira légica e
organizada devem ser desenvolvidos e validados a fim de facilitar a detecgao e
quantificacdo destes compostos em diferentes matrizes, como agua e

alimentos.
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