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RESUMO

Este trabalho visa o desenvolvimento e validagdo de metodologia para a determinagéo
do teor de ingrediente ativo em produto técnico formulado utilizando a técnica de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). O pesticida escolhido pertence ao grupo
quimico fenil-pirazol. As técnicas convencionais de determinagdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), sdo muito demoradas, com um tempo de retengéo do analito na
fase estacionéria relativamente alto. Empregando a técnica de CLUE o tempo de analise é
reduzido apresentando assim uma grande vantagem em relacdo as metodologias disponiveis.
Na otimizagdo da metodologia foi empregado uma coluna analitica Eclipse Plus C18 Rapid
Resolution HD com 3.0 x 150 mm d.i., tamanho de particula de 1,8 um. A fase movel
utilizada foi de Acetonitrila: agua ultra pura 70:30 v/v com fluxo de 1,6 mL/min e
comprimento de onda de 275 nm e detec¢do feita com um detector por arranjo de diodos
(DAD). A linearidade do método apresentou coeficiente de correlacdo de 0,99998. As
recuperagOes variaram de 99,91% para fortificacdo menor e de 99,76% para fortificacdo
maior, coeficiente de variagdo (CV) de 0,69% para fortificagdo menor e coeficiente de
variacéo (CV) de 0,95% para fortificacdo maior. Os resultados obtidos atendem as exigéncias
da legislagdo brasileira e internacional. A validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando
confiabilidade aos resultados, os valores obtidos por CLUE mostraram que a técnica é
eficiente para o objetivo proposto.

Palavras-chave: Validagdo. CLUE. CLAE. Fenil-Pirazol.




ABSTRACT

This work aims at the development and validation methodology for the determination of
content of active ingredient in technical product formulated using the technique of liquid
chromatography ultra efficiency (UHPLC). The chosen pesticide belongs to the chemical
group phenyl-pyrazole. Conventional techniques of determination by high performance liquid
chromatography (HPLC), take much time with a retention time of the analyte in the stationary
phase relatively high. By employing the technique of UHPLC the analysis time is reduced and
thus has a great advantage over available methods. The optimization of the method was
employed a C18 analytical column Eclipse Plus Rapid Resolution HD 150 x 3.0 mm id,
particle size of 1.8 micrometers. The mobile phase was acetonitrile: ultrapure water 70:30 v /
v with flow rate of 1.6 mL / min and a wavelength of 275 nm and detection was made by a
diode array detector (DAD). The linearity of the method showed a correlation coefficient of
0.99998. The recoveries ranged from 99.91% for minor fortification and 99.76% for larger
fortification; coefficient of variation (CV) of 0.69% for minor fortification and coefficient of
variation (CV) of 0.95% for larger fortification. The results meet the requirements of
Brazilian and international laws. Validation should ensure, through experimental studies, that
the method meets the requirements of analytical applications, ensuring reliability of results.
Values obtained by UHPLC have shown that this technique effective for the proposed
objective.

Keywords: Validation. UHPLC. HPLC, Fenil-Pirazol
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1 INTRODUCAO

1.1 CROMATOGRAFIA

A cromatografia € um método fisico-quimico e fundamenta-se na migracdo
diferencial dos componentes de uma mistura, o que ocorre devido a diferentes interagdes entre
duas fases imisciveis, sendo uma fase fixa que tem uma grande area superficial chamada fase
estaciondria, e a outra um fluido que se move através da fase estacionaria sendo chamada de
fase movel (LANCAS, 1993).

Devido a facilidade em efetuar a separagdo, identificagdo e quantificacéo de espécies
quimicas, a cromatografia ocupa um lugar de destaque entre os métodos analiticos modernos,
podendo ser utilizada isoladamente ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de
analise (COLLINS,1997).

A fase estacionaria empregada podera ser um sdlido ou um liquido enquanto que a
fase movel poderd ser um fluido liquido, um gas ou um gas em condi¢des supercriticas (acima
da temperatura critica e a altas pressoes). Se a fase mével for um liquido, a cromatografia sera
cromatografia a liquido ou cromatografia de fase liquida. Se a fase mdvel for um géas ou um
vapor, a cromatografia serd cromatografia a gas ou cromatografia de fase gasosa.
(JARDIM,2006). A Figura 1, mostra um fluxograma com os principais tipos de cromatografia

que sdo qualificados de acordo com a fase movel ou a fase estacionéria utilizada.

Cromatografia
I E
Planar Coluna
| | | |
Centrifuga CCD CP Liguida CSC Gasosa
(Chromatotron) [
Classica CLAE CG CGAR

Figura 1 - Fluxograma com os tipos de cromatografia
Fonte: DEGANI (1998)




13

1.1.1 Cromatografia liquida

A fase estacionaria utilizada neste método é um solido, e como fase movel utiliza-se
um liquido no qual o soluto esta dissolvido, assim, enquanto a fase movel elui sobre a fase
estaciondria os solutos sdo separados de acordo com a interagdo destes com as fases, sendo
eluido primeiro os que tém maior afinidade com a fase mdvel e posteriomente os que tém
maior afinidade com a fase estacionéria. A cromatografia liquida pode ser dividida em:

Cromatografia liquida classica (CLC): este método utiliza colunas com didmetros
relativamente grandes, empacotadas com fases estacionarias finamente divididas, pelas quais
passam as fases moveis sob acdo da gravidade. Separa misturas bastante complexas, porém é
demorada e necessita que seja feito exame quimico ou espectroscopico das fragdes coletadas
(VOGEL, 2002).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): Utiliza colunas fechadas que contém
particulas muito finas que proporcionam separagdes muito eficientes, sdo utilizadas altas
pressdes para forcar a passagem do solvente e assim diminuir o tempo da anélise (HARRIS,
2005).

1.1.2 Diferencas entre a Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia - CLAE e a
Cromatografia Liquida Classica -CLC

A cromatografia liquida cléssica utiliza-se de um equipamento barato no qual o
empacotamento da coluna é descartado, pois parte da amostra pode se adsorver de forma
irreversivel. A coluna deve ser cheia a cada separacdo acarretando desperdicio de material e
de méo-de-obra; o analista deve ser experiente, a eluicdo é feita pela acdo da gravidade
tornando o processo demorado, a quantificagdo e deteccdo sdo feitas pela andlise manual das
fragdes individuais o que requer muito tempo devido ao grande nimero de fracdes coletadas.
Pode ser usada outra técnica instrumental que auxilie no processo de identificacdo do eluato,
como espectrofotometria e potenciometria.(COLLINS; GUIMARAES, 1997; CECCHI,
2003). A figura 2 mostra as etapas para a preparacdo de uma analise por cromatografia liquida

cléssica .
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Aplicacio
de Amostra

Preparagio Eluicio
de coluna

sk
J =
«— Solvente "r

i l '
] L
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w— Mgodio

) EVAPORAR

Detecgio e Quantificagio

PARA
PESAGEM

ANALISE
QUIMICA,
ESPECTROFO-
TOMETRICA

concentragdo

n° de fragdo

ETC

Figura 2 - Etapas da cromatografia liquida classica
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia as colunas sdo fechadas e muito mais
eficientes, pois existem diferentes tipos de fase estacionaria melhorando a interagdo com o
analito a ser separado e quantificado. Estas colunas podem ser utilizadas inimeras vezes,
porém oferece resisténcia a vazdo da fase mdvel necessitando aplicacdo de sistemas de
bombas de alta pressdo, o que promove uma maior velocidade de elui¢do. A figura 3 mostra

algumas das colunas disponiveis atualmente no mercado com diferentes tamanhos.

Figura 3- Colunas cromatograficas
Fonte: Elaborado pelo autor.
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As analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia sdo mais precisas, a vazao
da fase mével é controlada. A injecdo é feita com microsseringas ou através de valvulas de
injecdo automatizadas. Atualmente no mercado existem diversos tipos de equipamentos com
diferentes detectores, com alta resolucdo, sensibilidade e reprodutibilidade, mas dispbe de
equipamentos caros e de alto custo de manutengdo e operacdo (COLLINS, 1997;
GUIMARAES, 1997; CECCHI, 2003). A Figura 4 mostra um & representacdo de um

cromatografo liquido de alta eficiéncia.

Detector

1

IOZI
[ %4 =50 4B =50 Flw="700 Press=1%8 ] O O 1] :ﬂ:J
m Reéistrador de
F.E. dados
—~ Coluna
i j” j Analitica
. ..’
F.M. Bombas

Figura 4 — Equipamento simplificado para CLAE.
Fonte: Typischer... (2003).

1.1.3 Diferencas entre a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE e
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia - CLUE

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia vem se destacando cada vez mais e o seu
emprego em laboratorios especializados em analises toxicoldgicas é considerado atualmente
indispensavel.

A separacdo e quantificacdo de pesticidas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia tém se expandindo consideravelmente na atualidade. Isto se deve as vantagens reais
que ela possui em relagcdo a CG, na qual é dificil a analise de algumas classes de residuos que
possuem instabilidade térmica, alta polaridade e baixa sensibilidade em alguns detectores.
Além disso, a CLAE possui uma maior variedade de mecanismos de separacdo possiveis, e
desta forma, pode ser aplicada tanto para compostos organicos como para 0S inorganicos

sendo necessario que a amostra seja soltvel na FM e empregar um detector adequado.
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Na determinacdo do teor de ingrediente ativo em produto técnico formulado,
geralmente sdo empregados métodos cromatogréaficos de analise, como a cromatografia
gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

As anélises para quantificagdo de teor de ingrediente ativo em produto técnico
formulado, que s&o realizadas por CLAE convencional, ou por CG, resultam em tempos de
analise muito longos. Com o objetivo de otimizar uma analise mais répida e eficiente foi
empregado no presente trabalho a técnica de CLUE Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (UHPLC do inglés Ultra-High Performance Liquid Chromatography), esta
nomenclatura tem sido recentemente utilizada para descrever separacdes que ocorrem com
colunas sob pressdes que superam 400 bar, enquanto que na CLAE a presséo ndo supera 300
bar.

Na prética, separagdes por CLUE podem ser realizadas em curtissimos tempos de
analise, com o mesmo poder de resolucao de analises convencionais. Além disso, atualmente
existem diversas colunas disponiveis (mais de dez fabricantes), tornando bastante viavel a
adaptacdo de métodos ja otimizados para CLAE convencional para serem utilizados em
CLUE. As principais limitagbes & ampla utilizagdo da CLUE ainda séo instrumentais, uma
vez que se fazem necessarios equipamentos especiais com bombas e sistemas de injegdo
capazes de suportar altissimas pressdes e detectores com elevadas taxas de aquisicdo de dados
devido aos rapidos ciclos de analise e reduzidos volumes a serem percorridos pela fase mdvel.

Temperaturas elevadas também sdo viaveis na melhoria do desempenho da CLAE. O
emprego dessa estratégia vem sendo chamada HTLC (do inglés High Temperature Liquid
Chromatography ou CLAT - Cromatografia Liquida a Alta Temperatura).

Seus principais efeitos estdo relacionados a reducéo da viscosidade da fase mével, o
que permite mais alta difusdo dos analitos e leva a maior eficiéncia do processo de
transferéncia de massa. Adicionalmente, também se observa uma reducéo na pressdo da
coluna e, em associacdo com a caracteristica anterior, permite analises mais rapidas por meio
do aumento da vaz&o da fase movel.

As modificagbes nas caracteristicas fisico-quimicas dos solventes e solutos,
decorrentes das altas temperaturas, implicam a necessidade de adaptagbes dos métodos sob
essas condigdes. Variacbes na tensdo superficial e constante dielétrica da agua podem
aumentar a sua forga de eluicdo relativa a fase estacionéria (requerendo menor percentual de
solvente organico na fase movel), alteracbes do pKa de solutos &cidos também podem
modificar as interagdes secundérias dentro da coluna e/ou a seletividade para um certo pH da
fase movel (SANTOS NETO,2012).
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Essas modificacbes de caracteristicas fisico-quimicas, por um lado, podem ser
exploradas como forma de melhorar a seletividade do método, por outro lado, elas implicam
ajustes significativos ao se fazer a transferéncia de um método previamente desenvolvido para
CLAE para um equivalente sob elevadas temperaturas.

Outras limitacbes sdo a necessidade de instrumentacdo capaz de controlar
adequadamente a temperatura da fase movel, a eventual degradacdo dos compostos com
possiveis variacdes de temperatura e a instabilidade térmica de algumas fases estacionarias.
Estas limitagcbes podem ser minimizadas com a tecnologia atualmente desenvolvida nos mais
recentes cromatografos que permite a estabilizacdo da fase estacionaria. A figura 5 mostra
um compartimento para colunas do cromatografo liquido da Agilent Technologie, com
temperatura controlada.

Agilent Tochnologies 1280 Infinity

Figura 5 - Compartimento para colunas da Agilent Technologie modelo 1290.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O uso de fase estacionaria empregando silica com particulas menores resulta em maior
eficiéncia e permite o uso de altas velocidades. Por outro lado, quanto menor o tamanho da
particula mais altas pressdes se fazem necessarias para garantir a mesma vazdo da fase moével.

As duas abordagens apresentadas acima, CLAT e CLUE, podem ser utilizadas em
conjunto, expandindo ainda mais o desempenho de um sistema. Essa estratégia vem sendo
chamada HT-UHPLC e tem a capacidade de atingir o maximo de produtividade (alta
eficiéncia em um minimo de tempo) em CLAE. (SANTOS NETO,2012).
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1.2 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O uso de uma determinada metodologia analitica deve ser precedida da verificagdo de
sua aplicabilidade ao objetivo proposto. Numa analise quimica a amostra definira sempre 0s
rumos a serem tomados para a determinacdo qualitativa ou quantitativa de uma ou varias
espécies presentes (LEITE, 2002).

O método escolhido devera relacionar a amostra com o sinal analitico e portanto torna-
se importante fazer a validacdo deste método para avaliar se os resultados obtidos s&o
confidveis, de forma a poder ser aplicado rotineiramente.

Em analise quimica, a validagdo também é parte integral de qualquer documentagao
submetida as agéncias governamentais de regulamentacdo da Comunidade Europeia, Jap&o,
EUA e outros paises, quando se pretende o registro de métodos usados para quantificacdo de
produtos como farmacos e residuos de pesticidas em qualquer tipo de matriz. (LANCAS,
1993).

1.2.1 Conceitos bésicos do processo de validacdo

Vérios autores definem validacdo de métodos e pode-se dizer que 0s conceitos
continuam evoluindo e estdo constantemente sob consideracdes pelas agéncias reguladoras.
Algumas defini¢cdes podem ser transcritas:

¢ “A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados”
(ANVISA, 2003).

e “Confirmacéo por testes e apresentagdo de evidéncias objetivas de que determinados
requisitos sdo preenchidos para um dado uso intencional” (ISO/IEC 17025). (RIBANI et al.,
2004).

1.2.2 Parametros analiticos para validacido de métodos

Os parémetros analiticos normalmente encontrados para validacdo de métodos de
separagao sdo:
e seletividade;

¢ linearidade ou faixa de aplicacdo (range);
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e preciséo; exatidao;
e limite de detecgéo;
e limite de quantificagdo;
e robustez.
Estes termos sdo conhecidos como pardmetros de desempenho analitico,
caracteristicas de desempenho e, algumas vezes, como figuras analiticas de mérito . (RIBANI
et al., 2004)

1.2.2.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de avaliar, de
forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir
com a sua determinagdo em uma amostra complexa. A seletividade avalia o grau de
interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de
degradagdo, bem como outros compostos de propriedades similares que possam estar,
porventura, presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a
precisdo estardo seriamente comprometidas (LEITE , 2002).

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um método
instrumental de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a validagdo e
subsequente uso do método (LANCAS, 1993).

Algumas amostras podem sofrer degradacdo, gerando compostos que ndo foram
observados inicialmente, que podem coeluir com a substancia de interesse.

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma de se avaliar a
seletividade é comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada
com esta substancia (padrdo), sendo que, 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. (RIBANI et al., 2004)
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1.2.2.2 Linearidade e faixa de aplicagao

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicagdo (ANVISA, 2003).

A correlacédo entre o sinal medido (&rea ou altura do pico) e a massa ou concentracao
da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida a priori. Na maior parte dos casos,
a relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo ou massa da espécie de interesse deve ser
determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentragdes
conhecidas dessa espécie. Essa relagdo matemética, muitas vezes, pode ser expressa como
uma equacdo de reta chamada de curva analitica de calibracdo. Embora somente dois pontos
definam uma reta, na prética as linhas devem ser definidas por, no minimo, cinco pontos que
ndo incluam o ponto zero na curva, devido aos possiveis erros associados (LEITE , 2002).

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um
conjunto de medigBes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regressdo linear. Além dos coeficientes de regressdao a e b, também ¢é
possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacéo r. O perfil da
equacdo de uma linha reta segue a equagdo y = ax + b, calculada a partir de parametros de y
(ordenada) e x (abscissa) conhecidos, a corresponde a inclinagdo ou gradiente, e b, a
intersecgdo com a ordenada y.

O coeficiente de correlagdo r permite uma estimativa da qualidade da curva obtida,
pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. Para verificar se a equagéo de
regressdo é estatisticamente significativa podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo
linear, validade da regressdo, sua eficiéncia e sua eficiéncia maxima. Um coeficiente de
correlacdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a
linha de regressdo. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o
INMETRO um valor acima de 0,90. (RIBANI et al., 2004)

1.2.2.3 Precisao

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condices definidas. A precisdo €

avaliada pelo desvio padréo absoluto (), que utiliza um nimero significativo de medigdes,
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normalmente maior que 10. Na prética, em validacdo de métodos, o nimero de determinacdes

é geralmente pequeno e o que se calcula é a estimativa do desvio padrdo absoluto ().

i(xf _})2‘ E .” (xf. —})2‘ i

i=l ou

O =

n
n—1

Populacional Quando se trata de uma amostra

X é a média aritmética de um pequeno nimero de medicées (média das determinagdes),

Tr=—

12“:I__r1+:rz+---+xn
T !

T

i=1

sendo uma estimativa da media verdadeira (média da populacdo); xi € o valor individual de
uma medicdo e n é o nimero de medigdes.

Outra expressdo da precisdo é através da estimativa do desvio padréo relativo (DPR),
também conhecido como coeficiente de variacdo (CV).

O fato de o desvio padrdo ser expresso na mesma unidade dos dados limita 0 seu
emprego quando desejamos comparar duas ou mais séries de valores, relativamente a sua
dispersdo ou variabilidade, quando espressas em unidades diferentes. Para contornar essas
limitacOes pode-se caracterizar a dispersdo em termos relativos ao seu valor médio, medida
essa denominada de CV: Coeficiente de Variacdo de Pearson (razdo entre o desvio padréo S e

a média dos valores encontrados X) ou Desvio Padréo Relativo (DPR).

DPR(%) ou (' Jho= —= x100

Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro quantidades requerem
um DPR de 1 a 2%. Em métodos de andlise de tracos ou impurezas, sdo aceitos DPR de até
20%, dependendo da complexidade da amostra. Uma maneira simples de melhorar a preciséo
é aumentar o nimero de replicatas.

A precisdo em validagdo de métodos € considerada em trés niveis diferentes:

repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. (RIBANI et al., 2004).
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1.2.2.4 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.

E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma
medicdo perfeita e este valor é indeterminado por natureza. A exatiddo é sempre considerada
dentro de certos limites, a um dado nivel de confianga (ou seja, aparece sempre associada a
valores de precisao).

Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais amplos
em niveis de tracos. O numero de ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz adotada e
também com as caracteristicas da pesquisa.

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo: materiais de
referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperagdo e adicdo padrdo. (RIBANI et
al.,2004).

1.2.2.5 Ensaios de recuperagio

A recuperagdo (ou fator de recuperacdo), R, € definida como a proporcdo da
quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na por¢édo analitica do material
teste, que é extraida e passivel de ser quantificada.

A limitagdo do procedimento de recuperacdo € a de que a substancia adicionada ndo
estd, necessariamente, na mesma forma que a presente na amostra. Isso pode implicar, por
exemplo, na presenga de substancias adicionadas em uma forma que proporcione melhor
detecgdo, ocasionando avaliagdes excessivamente otimistas da recuperagao.

Pelo fato de outros componentes da matriz poderem interferir na separacdo, detecgdo
ou na quantificacdo da substancia, efeitos dos componentes da matriz devem ser investigados
(RIBANI, 2004).

1.2.2.6 Limite de Detecgéo (LD)

O limite de detecgédo (LD) representa a menor concentragdo da substancia em exame
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental. O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método

visual, método relacéo sinal-ruido e método baseado em pardmetros da curva analitica.
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Para determinar a precisdo da resposta do detector deve-se injetar no minimo 03 vezes
uma solucéo padréo do analito, sendo que o coeficiente de variagdo (%CV) devera ser inferior
a 5%. (RIBANI, 2004).

1.2.2.7 Limite de Quantificacéo (LQ)

O limite de quantificagdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental.

Como o LD, o LQ é expresso como uma concentracdo, sendo que a precisdo e
exatiddo das determinacBes também devem ser registradas. Esse critério € uma boa regra a ser
seguida, porém ndo se deve esquecer que a determinagdo do LQ representa um compromisso
entre a concentracdo, a precisdo e a exatiddo exigidas. Isto significa que, quando decresce o
nivel de concentragdo do LQ, a medicdo torna-se menos precisa. Se houver necessidade de
maior precisdo, uma concentracdo maior deve ser registrada para o LQ. O método analitico e

seu respectivo uso ditam esse compromisso. (RIBANI, 2004).

1.3 PESTICIDAS

Os pesticidas ou praguicidas sdo todas as substancias ou misturas que tém como
objetivo impedir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga. Segundo a legislagéo brasileira,
as substancias toxicas utilizadas na agricultura devem ser obrigatoriamente denominadas
como agrotoxicos. (LARINI, 1999).

Um agrotdxico ou pesticida pode ser uma substancia quimica ou um agente bioldgico
(tal como um virus ou bactéria) que é lancada de encontro com as pragas que estiverem
destruindo uma plantagdo, disseminando doengas, incomodando pessoas, etc. E utilizada em
diversas formas de seres vivos, tais como: insetos, erva daninha, moluscos, passaros,
mamiferos, peixes, nematelmintos e micrébios. Ndo sdo necessariamente venenos, porém
quase sempre sdo toxicos ao ser humano.

Na maior parte dos paises, a venda ou uso de um pesticida deve ser aprovada por uma
agéncia do governo. Diversos estudos devem ser feitos para indicar se o material é eficaz no
combate as pragas. (LARINI, 1999).

Alguns pesticidas séo considerados demasiadamente perigosos para serem vendidos ao
publico geral. Somente pessoas e ou organizagdes que passaram por avaliagdes prévias podem

comprar e supervisionar a aplicagéo destes tipos de pesticida.
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O uso de pesticidas é ainda atualmente a principal estratégia no campo para o combate
e a prevencdo de pragas agricolas, pois sdo altamente efetivos no que se diz respeito ao
controle de pragas, possuindo acdo curativa rapida, sendo relativamente econémicos,
adaptaveis a maioria das situacdes, de uso flexivel e, portanto, considerados uma ferramenta
de grande valor no manejo de pragas. O conhecimento do modo de agdo dos pesticidas € de
extrema importancia para a implementacéo efetiva de programas de manejo de resisténcia de
pragas a inseticidas. (LARINI, 1999)

O agrotoxico em estudo é um inseticida de segunda geragdo do grupo fenil-pirazol,
neste trabalho sera identificado como F.P. E um composto ndo-iénico utilizado como
produto de uso caseiro em forma de isca, para o controle de baratas, formigas, grilos e cupins.

A figura 6 mostra uma estrutura semelhante ao composto avaliado.

Classe : Inseticida

Grupo Cuimico: Fenilpirazol
Classificagio Toxcologica: I11
Fonmula estrutural

N
o NN T
=" Rs
RZ

Figura 6- Estrutura semelhante ao composto avaliado
Fonte: Elaborado pelo autor.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 INSTRUMENTACAO E EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados foram:

Agitador vortex (Phoenix, modelo AP 56);
Balanca analitica, com preciséo de 5 casas decimais (Ohaus Modelo AR 2140);
Banho ultrassom (Modelo USC 6080 A 25 litros UNIQUE);
Micropipeta de 10 — 100 uL (Gilson, modelo Pipetman P100);
Micropipeta de 100 — 1000 pL (Gilson, modelo Pipetman P1000);
Cromatogrédfo  Agilent, composto por um sistema controlador de solventes (sistema
binario de bombas) para programagdo de gradiente de alta pressdo, modelo 1290
Infinity, com detector por arranjo de diodos -DAD, modelo 1290 Infinity, Injetor
automatico, com volume de injecdo de 100 pL;
Porta colunas termostatizado modelo 1290 Infinity;
Uma coluna cromatogréfica ZORBAX Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD, 1200
bar tamanho (mm) 3.0 x 150, Tamanho da particula (um) 1.8;
A aquisicdo e tratamento dos dados foram realizados utilizando-se o software Agilent
Technologies Agilent OpenLAB ChemStation. A figura 7 mostra o cromatografo

liquido utilizado neste trabalho




Figura 7 - Cromatogréfo liquido Agilent 1290 Infinity
Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2 REAGENTES

e Padrdo analitico do agrotdxico com pureza de 99,4%, doado pelo fabricante
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e Solventes, acetonitrila, grau cromatografico da Tedia, agua (Milli-Q -

Millipore);

o Deterglass Alcalino da Chemco, para lavagem da vidraria utilizada, comum em

laboratério de Analise Quimica Quantitativa.
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2.3 PESTICIDA SELECIONADO

O pesticida avaliado neste trabalho foi selecionado devido a solicitacdo do fabricante
para 0 desenvolvimento e validagdo de uma nova metodologia para quantificacdo por CLUE
melhorando o tempo de analise ja otimizado por CLAE. O padréo utilizado foi doado pelo

fabricante e pertence a familia do fenil-pirazol.

2.4 PREPARO DA SOLUGCAO ESTOQUE DO PESTICIDA

A partir do padrdo solido foi preparada uma solucdo estoque do pesticida de 1113,28
mg/L em acetonitrila totalmente soltvel . Esta solugdo foi estocada em refrigerador a - 4 °C
por até 6 meses. A partir da solugdo estoque foram feitas diluicbes em concentracdes
adequadas para serem empregadas na construgdo das curvas analiticas e na fortificagdo, como

esquematizado na figura 8.

m DiluicOes a partir da
3] 8 g

g solucéo estoque (S.E)

S.E
Pa Pb Pc Pd Pe Pf

Figura 8 — Preparacdo da curva.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A linearidade foi avaliada em uma faixa de 11,00 mg/L — 90,00 mg/L. Foram
preparadas seis solu¢des-padrdo para construcdo da curva analitica, com solugdo placebo. A

figura 9 mostra os valores das concentragoes.
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Ponto A 11,1328 mg/L
Ponto B 20,0390 mg/L
Ponto C 31,1718 mg/L
Ponto D 55,6640 mg/L
Ponto E 66,7968 mg/L
Ponto F 89,0624 mg/L

Figura 9 - Solucdes padrdo utilizadas na Curva Analitica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Estas solucdes, principalmente as mais diluidas, permanecem estaveis por um

periodo de sete dias se armazenadas adequadamente e refrigeradas a - 4 °C.

2.5 DETERMINACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Foi utilizado o sistema cromatogréfico descrito no item 2.1, modo de elui¢do
isocratico, fase movel com agua ultra pura e acetonitrila, com fluxo de 1,6 mL/min. O volume
de amostra injetado no sistema CLUE foi de 20 nL. e a deteccdo foi realizada por
absor¢do no UV por arranjo de diodos. A figura 10 mostra as condi¢cBes cromatogréficas

completa para o pesticida estudado.

Condicdes Cromatogréficas

Equipamento: CLUE-DAD-AGILENT-1290 INFINTY

Coluna: Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD, 3.0 x 150 mm, 1,8 pm
Vol. de injegdo (uL): 20
Temp. do Forno (°C): 25 Comprimento de Onda (nm):275

Fase Mavel : (v/v) Acetonitrila (70%)
Agua Milli-Q(30%)

Tempo (minutos) Fase Movel (v/v) Fluxo
Acetonitrila(70) — Agua Mili-Q (30) (mL/min)

00:00 1,60

04:00 1,60

Figura 10- Condicdes cromatograficas.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apo6s serem definidas as condi¢bes cromatograficas de separagdo, foi otimizada a
identificacdo do pesticida estudado injetando-se uma solugdo de 50 mg/L preparada em uma
solucdo de &gua e acetonitrila 1:1 v/v.

O tempo de retencéo e o espectro de absorgdo no UV do pesticida foi comparado ao
obtido quando se injetou uma amostra desse composto industrializado.

Através do espectro de absorcdo no UV, determinou-se o comprimento de onda de
absor¢do méaxima do agrotoxico. Foi escolhido um comprimento de onda intermediario de 275

nm, no qual o composto apresentou alta absorbancia.

2.6 PREPARO DE AMOSTRAS

As amostras pesadas foram dissolvidas em 10 mL de agua e colocadas em ultra som
por 10 minutos. Em seguida foi retirada uma aliquota de 1,0 mL e transferida para um baldo
volumétrico de 5 mL, cujo volume foi completado o seu volume com ACN/agua (1:1).

Para o desenvolvimento e otimizacdo do método de preparo das amostras foram
avaliados varios métodos de recuperacdo, empregando-se o placebo do composto
industrializado, com o objetivo de se obterem resultados adequados, tanto em termos
de recuperagdo quanto em quantidade de interferentes. Nesta etapa, foi empregada a

cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos.

2.7 RECUPERACAO

O processo de fortificagdo se inicia com a adigdo da S.E. em concentragdo adequada
ao nivel desejado na solugdo placebo que foi obtida pesando 25,8 mg do Placebo, dissolvidos
em 25 mL de 4gua e deixado no ultrasom por 10 minutos. Em seguida foi retirado uma
aliquota de 20 mL e transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, cujo o volume foi
completado o seu volume com Acetonitrila/Agua (1:1).

O processo de fortificacdo tenta simular condicbes reais, ndo interferindo
significativamente nas interaces que ocorrem dentro da amostra real. Nem sempre isto é
totalmente possivel, visto que a solugéo de fortificacéo é obtida com solventes organicos que
geralmente, ndo estéo presentes na matriz original, por isso tenta-se usar o minimo possivel de
solucdo de fortificagdo. Deste modo na metodologia proposta, buscam-se condigdes que

promovam o minimo de alteracBes possiveis na amostra original.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A vidraria utilizada nas analises de pesticidas deve estar isenta de eventuais
contaminantes, os quais podem interferir e levar a resultados errbneos, tanto na analise
qualitativa, como na quantitativa, mascarando ou aumentando a concentra¢cdo dos compostos
presentes.

O procedimento utilizado para a limpeza da vidraria mostrou-se adequado, uma vez
que os cromatogramas obtidos nas analises em branco ndo apresentaram picos na faixa do
tempo de retencdo (tR) referente ao composto de interesse. A analise em branco consiste em
aplicar todas as etapas da metodologia sem incluir o analito em questdo. A figura 11

representa o cromatograma obtido.

100+

L e e e L s s e e o s ey e e e I B s e e B e LA A s e s
0 0.5 1 15 2 25 3 3.5 miny

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] [mAU*3] [mg/L]
——————— e e s e e e e e |
1.726 = =] = fenil pirazol (grupo quimico)
Tokals 0.00000

Figura 11- Cromatograma obtido na analise em branco.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As condigdes cromatograficas de analise foram estabelecidas considerando-se alguns
parametros tais como, temperatura da coluna, fluxo da fase-mdvel, pressdo da bomba, volume
da amostra injetado, tempo de reten¢do do analito e composicéo da fase mdvel de modo a se
obter um eficiente desempenho do equipamento com um menor tempo de andlise e uma

melhor resolucéo.
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O estudo da influéncia da matriz foi verificado através da aplicacdo do método ao
placebo. O cromatograma obtido com a anélise da matriz (placebo) sem a adi¢do do pesticida
do grupo fenil-pirazol estd mostrado na figura 12 e ndo apresenta picos interferentes na regido

de retencéo, nas condi¢des empregadas.

mAU |
100
80|
60|
404
20
0 ¥ 8
—T T T T T
0 05 1 15 2 25 3 35 miry
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [mg/L]
-1- I--- - [—=mmmmmmmm | ==l =mmmmmmmmm e
1.726 = = = fenil pirazol (grupo quimico)
Totals : 0.00000

Figura 12 - Cromatograma do Placebo.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As Figuras 13 e 14 mostram dois cromatogramas para duas solugdes padrdo com
concentragdes diferentes, da curva analitica do pesticida F.P. nas condi¢Ges cromatogréficas

otimizadas, com excelente resolucao.
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RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] [mMAU*s] [mg/L]
————————————— e B B e B
1.731 BBA 182.97069 1.06988e-1 19.57576 fenil pirazol (grupo quimico)
Totals 19.57576
Figura 13 - Cromatograma obtido para o padrdo na concentracdo de 19,57 mg/L.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [mg/L]

1.730 BBA 847.05188 1.05604e-1  89.45220 fenil pirazol (grupo quimico)

Totals 89.45220

Figura 14 - Cromatograma obtido para o padrdo na concentracdo de 89,45 mg/L
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Determinou-se a linearidade das amostras utilizando-se a média dos resultados para

trés solucdes padréo no intervalo de concentracéo apresentado na tabela 1.

Tabela 1 : Resultado das triplicatas realizadas para avaliagdo da linearidade do pesticida do grupo quimico fenil
pirazol

Solucdo A SolugdoB  Solugcdo C  Solugdo D Solucdo E  Solugéo F

Concentragdo 11,1328 20,0390 31,1718 55,6640 66,7968 89,0624
(mg/L)

Area-1 105,8035 182,9707 289,2152 530,3142 626,7634  847,0519

Area-2 105,9051 182,9765 288,7968 530,3352 626,7857  846,5279

Area-3 105,9205 182,8458 288,8515 529,7648 627,2045  845,6954

Area - Média 105,8764 182,9310 288,9545 530,1381 626,9179  846,4251

A tabela 2 mostra os resultados finais obtidos na avaliagdo da linearidade do método
com os respectivos, fatores de resposta, mostrando a repetibilidade nos resultados com desvio

padrdo menor do que 1%.

Tabela 2: Resultado final da avaliagdo da linearidade do método para o pesticida do grupo quimico fenil-
pirazol com o Fator de resposta

tr=1,725 min - Concentragéo Fator de resposta

1,729 min (F.P) mg/L Area (media) (Area/Amostra)
Padrdo A 11,13300 105,87635 9,5101
Padrdo B 20,03900 182,93098 9,1292
Padrédo C 31,17200 288,95446 9,1289
Padrdo D 55,66400 530,13808 9,5239
Padrédo E 66,79700 626,91785 9,3854
Padrdo F 89,06200 846,42507 9,5038

V medio = 9,3636
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A Figura 15 mostra a curva analitica e a equagdo da reta obtidas pelo software Agilent

Technologies Agilent Open LAB ChemStation. Como pode ser observado pela equagéo da reta

Y =9,50365.X — 3,07043, o valor do coeficiente angular obtido pela regresséo linear foi igual

a 9,50365, ou seja proximo do fator de resposta médio encontrado, de 9,3636, o que

comprova a excelente linearidade do método proposto.

Area _; i g at exp. BT: 1.726 /I‘
J |pap1 B, Sig=275,4 Ref=360,100
BDD - |Correlation: 0.99891
J |Residual Std. Dev.: 4. E&il? / 6
700 _: Formula: ¥ = n::c t.b,
] T 5.50365 /7+:/
= bs -3.07043
it |-~ 5
500 E 4
400 - /
] 3 //
300
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Amount[mg/L|

Figura 15 - Curva Analitica obtida para o pesticida em estudo com seis niveis de concentracdo, avaliados em

triplicata.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O coeficiente de variacdo entre os valores encontrados para os fatores de resposta

ficou bem abaixo do permitido pela legislagdo , menor de 1% (ANVISA, 2003). O gréfico de

calibragéo encontrado apresentou coeficiente de correlagéo de 0,99991 o que representa uma

excelente linearidade.
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Associacdo Nacional dos Especialistas em Residuos,Contaminantes e Poluentes
Orgéanicos (GARP) recomenda que as replicatas das solugdes para a curva de calibracdo
apresentem desvio relativo ou coeficiente de variagdo inferior a 5 %, os resultados obtidos
atenderam este critério (RIBANI et al., 2004).

Para a avaliacdo da repetibilidade apds a obtencdo da curva de calibragdo para o
pesticida puro avaliado, foram realizados alguns testes preliminares para a adaptacdo do
protocolo para a determinacdo deste pesticida em amostras comercializadas. A precisdo foi
considerada no nivel de repetitividade, de precisdo intermediaria e de reprodutividade. A
repetitividade expressa a precisdo nas mesmas condi¢Oes de operagédo (equipamento, analista,
reagentes, dia e mesmas condicbes ambientais) em pequeno espaco de tempo. A
Repetitividade, também é conhecida como precisdo intra-ensaios.

Foram realizadas injegdes sucessivas da mistura preparada. A Tabela 3 apresenta 0s

resultados obtidos com os CVV% considerados para avaliar a precis&o.

Tabela 3: Avaliacdo da precisao analitica expressa através do coeficiente de variacdo, CV(%) para repetitividade
para n=10.

Replicatas Massa Concentracdo Concentracdo  Teor (%) DP cVv
Produto (mg) Nominal Experimental

(mg/L) (mg/L) F.P. (%0)
1 38,2273 19,11
2 38,1894 19,09
3 38,1965 19,10
4 38,2130 19,11
5 10,0 200,000 38,2095 19,10

6 38,2058 19,10 0,01 004
7 38,2173 19,11
8 38,2356 19,12
9 38,1988 19,10
10 38,1956 19,10

- Vm =19,10 - -
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Para avaliar a reprodutibilidade interna ou preciséo interna da metodologia foram
realizadas cinco replicatas por dois analistas diferentes. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados obtidos para avaliagdo da precisao interna ou reprodutibilidade

Ana- Repli- Massa Concent. Concentr. Teor Média DP cv
lista cata Produto  Nominal Experimental (%) do (%0)
(mg) (mg/L) (mg/L) Teor

(%)
1 10,2 204,0000 39,0601 19,1471
2 10,0 200,0000 39,0303 19,5151
3 10,2 204,0000 38,2144 18,7325
1
1919 0,30 154
4 10,0 200,0000 38,3592 19,1796
5) 10,8 216,0000 41,8323 19,3668
1 10,6 212,0000 40,5754 19,1393
2 11,5 230,0000 43,2004 18,7828
2
3 10,6 212,0000 40,7265 19,2106 19,04 0,16 0,86
4 10,3 206,0000 39,2739 19,0650
5) 111 222,0000 42,1661 18,9937

Para andlise de constituintes em nivel de mg/L, o coeficiente de variagdo para

avaliacdo da precisdo analitica pode ser no maximo 20% no limite de quantificagdo do
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método, ou até 15% fora do limite. Portanto para este método a determinacdo do FP pode ser

considerada precisa.

As figuras 13 e 14 mostram dois cromatogramas obtidos para avaliagdo da preciséo

interna, sendo um pelo analista 1 e outro pelo analista 2, considerando esta mudanca de

varidvel pode—se confirmar a repetibilidade no tg e no fator de resposta obtido pelos dois

analistas pela metodologia proposta.
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————————————— e e ey e B e
1.729 BBA 368.14316 1.06100e-1 39.06011 fenil pirazol (grupo quimico)
Totals : 39.06011

Figura 16 - Cromatograma para avaliagdo da reprodutibilidade do analista 1
Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.729 BBA 382.54401 1.06067e-1 40.57541 fenil pirazol (grupo quimico)

Totals : 40.57541

Figura 17- Cromatograma para avaliacdo da reprodutibilidade do analista 2
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A abrangéncia da exatiddo foi avaliada em dois niveis de concentracdo, para cada
nivel, foram efetuadas cinco determinagdes. Os valores de recuperacdo obtidos para o

pesticida estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5:Valores encontrados para avaliagdo da recuperacdo do pesticida nas amostras de placebo fortificadas

Concentracéo Concentracéo Recuperacédo Meédia das DP (%)

Nominal Experimental (%) recuperacoes CV (%)

(mg/L) (mg/L) (%)
22,0090 98,8474
22,2705 100,0222

22,2656 22,3780 100,5046 99,91 0,69 0,69
22,1904 99,6623
22,3809 100,5177
59,9439 99,7118
59,4176 98,8364

60,1171 60,3461 100,3809 99,76 0,95 0,95
60,7298 101,0191
59,4402 98,8740

O método foi considerado suficientemente exato, pois as recuperagbes estdo
compreendidas na faixa entre 70 e 120%, estabelecida pela literatura na &rea de analise de
residuos de pesticidas. Os valores de recuperacdo encontrados ficaram muito proximos de
100% e se repetiram em todas as amostras, evidenciando a consisténcia do método, fato ja
comprovado pelo estudo da precisao.

As figuras 15 e 16 mostram dois cromatogramas obtidos para avaliagdo da
recuperagdo na faixa de concentragdo menor de 22,2656 mg/L e um segundo cromatograma

para a recuperagdo maior na concentracdo de 60,1171mg/L.
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1.727 BBA 209.60175 1.06764e-1 22.37795 fenil pirazol (grupo quimico)
Totals 2237785

Figura 18 — Cromatograma obtido na concentracéo de 22,2656 mg/L, recuperacdo menor avaliada

Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.728 BBA 570.43750 1.0578%e-1 60.34608 fenil pirazol (grupo quimico)
Totals : ©0.34608

Figura 19 — Cromatograma obtido na concentracdo de 60,1171 mg/L, recuperacdo maior avaliada

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O Limite de Quantificacdo é o menor nivel de concentracdo em que se conhecem a
exatiddo e a precisdo do método. De acordo com o0 método de o Limite de Deteccéo (LD) é
calculado com base nos resultados para o LQ. O cromatograma obtido para o limite de

quantificagdo foi de 11,45601mg/L mostrado na Figura 20.

mAlU | Sample Name: Ponto A

304
25+

20+

0 0.5 1 15 24 25 3 35 miny

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [mg/L]
——————— R B B e B B
1.728 BBA 105.80347 1.08276e-1 11.45601 fenil pirazel (grupo quimico)
Totals : 11.45601

Figura 20 - Pico da menor concentracdo quantificada, ponto A da curva
Fonte: Elaborado pelo autor.

O cromatograma mostrado na figura 21 foi utilizado para o célculo do limite de
deteccdo, considerando o ruido identificado no cromatograma da menor concentracdo

quantificada, ponto A da curva.




mAU \'Sa.mple Name: Ponto A
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RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
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——————— R . R e e

1.728 BBA 105.80347 1.08276e-1 11.45601 fenil pirazol (grupo quimico)
Totals : 11.45601

Figura 21 — Ruido da menor concentracdo quantificada, ponto A da curva
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Altura - R1 0,0022E-03 AU
Altura - R2 0,0032E-03 AU
Altura - R3 0,0017E-03 AU
Média do Ruido 0,00240E-03 AU

Sendo

11,45601

32,14E-01

~

LIMITE DE DETECCAO

Portanto

3x

Determinou-se a "concentragao tedrica" do ruido

8,55E-6

mg/L - "primeiro ponto da Curva de Calibracéo”

AU - Altura do Pico

que produz sinal 3 vezes a relagdo sinal/ruido:

mmen—p

mg/L

8,55E-6

mg/L

O Limite de Deteccdo foi definido como sendo a concentracdo do analito

2,57E-5

mg/L

Figura 22 — Determinagdo do Limite de Deteccdo (LD)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Sendo

11,45601

~

32,14E-01

mg/L - "primeiro ponto da Curva de Calibracdo”

AU - Altura do Pico

10 x

Determinou-se a "concentracao tedrica" do ruido

8,55E-6

LIMITE DE QUANTIFICACAO

m—————-

mg/L

8,55E-6

analito que produz um sinal 10 vezes a relagao sinal/ruido:

mg/L

O Limite de Quantificacao foi definido como sendo a concentragéo do

8,55E-5

mg/L

Figura 23 — Limite de Quantificacdo (LQ)
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4 CONCLUSAO

As atividades desenvolvidas neste trabalho empregando CLUE-DAD, Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia resultaram em uma proposta de trabalho analitico rapido e
eficiente que se resume em uma simples dissolu¢do da amostra em agua e acetonitrila seguida
pela injecdo da amostra no cromatdgrafo. O consumo de solvente foi significantemente
resumido pela reducdo no tempo de retencdo dos métodos anteriores propostos para este
grupo quimico de pesticida.

Dos parametros discutidos neste trabalho, os referentes ao proprio método, isto €
sensibilidade, limite de quantificacdo e deteccdo satisfazem a legislacdo e as necessidades a
que a metodologia se propde. Quanto a precisdo e exatiddo, estes satisfazem as exigéncias do
modelo estatistico aplicado para validagdo de metodologia para pesticidas, Desde modo
considerou-se 0 método desenvolvido validado, sendo adequada para avaliagdo do agrotoxico em

formulacBes comercializadas. Os ensaios de validacdo apresentados estdo de acordo com as

recomendaces internacionais e vigentes no pais.
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