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RESUMO

AVALIACAO DO IMPACTO DA AMOSTRAGEM, PROPORCAO
MASSA/SOLVENTE E EQUIPAMENTO DE EXTRACAO NA ANALISE DE
PESTICIDAS EM ALIMENTOS. Este trabalho teve como objetivo investigar a
aplicabilidade da miniaturizagdo de métodos analiticos convencionais para a
analise de residuos de agrotdxicos em alimentos. Com a crescente demanda por
métodos analiticos mais rapidos, econdmicos e sustentaveis, busca-se melhorar
os procedimentos utilizados para a analise de residuos de pesticidas. Nos
meétodos classicos utilizados pela industria agroquimica e laboratorios privados,
a utilizacao de técnicas instrumentais avancadas para a separacao, detecgcao e
quantificacdo de analitos contrasta com os métodos tediosos, consumidores de
tempo e manuais empregados para a preparagdo das amostras no laboratorio,
retardando e onerando o processo analitico como um todo. Diante disso, este
projeto de pesquisa investigou como diferentes variaveis empregadas durante a
etapa de extracao de residuos de pesticidas em alimentos podem influenciar os
niveis de residuos encontrados nessas amostras, visando a automacao dos
métodos analiticos. Para isso, foram avaliados resultados de seis ingredientes
ativos (mefentrifluconazole, piraclostrobina, fluxapiroxade, teflubenzuron,
boscalida e dimoxistrobina) em quatro matrizes distintas (tomate, citros, algodao
e arroz). Foi utilizado um planejamento fatorial completo 23, no qual foram
avaliadas as técnicas de extracdo (Ultra turrax e agitador vértex), massa de
amostra (0,20 g e 2,50 g) e propor¢gao massa de amostra/volume de solugao de
extracao (1:8 e 1:20). Os resultados obtidos indicaram que, mesmo com massas
pequenas de amostra, foi possivel obter desvios-padrdo comparaveis aos
métodos convencionais. Além disso, verificou-se que a propor¢gdo massa de
amostra/volume de solugao de extragao teve baixa significancia na variagéo dos
resultados para os niveis testados. Embora algumas variaveis, como peso de
amostra e equipamento, tenham apresentado efeitos significativos, esses efeitos
se encontram dentro da variabilidade esperada para analises de pesticidas.
Novos experimentos foram realizados para validar a empregabilidade da
miniaturizagcao e automacao dos métodos analiticos.

Palavras-chave: DoE, miniaturizacao, analise de pesticidas, automacao
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE IMPACT OF SAMPLING, MASS/SOLVENT RATIO, AND
EXTRACTION EQUIPMENT ON PESTICIDE ANALYSIS IN FOODS. This study
aimed to investigate the applicability of miniaturization of conventional analytical
methods for the analysis of pesticide residues in foods. With the growing demand
for faster, more cost-effective, and environmentally sustainable analytical
methods, there is a need to improve the procedures used for pesticide residue
analysis. In classical methods employed by the agrochemical industry and private
laboratories, the use of advanced instrumental techniques for separation,
detection, and quantification of analytes contrasts with the tedious, time
consuming and manual methods used for sample preparation, which can delay
and increase the cost of the entire analytical process. Therefore, this research
project investigated how different variables employed during the extraction of
pesticide residues in foods can influence the levels of residues found in these
samples, with the aim of automating the analytical methods. For this purpose,
results of six active ingredients (mefentrifluconazole, pyraclostrobin,
fluxapyroxad, teflubenzuron, boscalid, and dimoxystrobin) were evaluated in four
different matrices (tomato, citrus, cotton, and rice). A full factorial design (2%) was
utilized, considering the extraction techniques (Ultra Turrax and vortex mixer),
sample mass (0.20 g and 2.50 g), and mass/sample volume ratio (1:8 and 1:20).
The results obtained indicated that, even with small sample masses, comparable
standard deviations were achieved compared to conventional methods.
Furthermore, the mass/sample volume ratio showed low significance in the
variation of results for the tested levels. Although some variables, such as sample
mass and equipment, presented significant effects, these effects were within the
expected variability for pesticide analyses. Additional experiments were
performed to validate the applicability of miniaturization and automation of the
analytical methods.

Keywords: DoE, miniaturization, pesticide analysis, automation
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1. INTRODUGCAO

A crescente demanda por métodos analiticos mais rapidos, econémicos e
sustentaveis impulsiona a melhoria dos procedimentos classicos para a analise
de residuos de pesticidas em alimentos e solo. Embora muitos métodos
tradicionais utilizados na industria agroquimica e por laboratérios publicos e
privados incorporam técnicas instrumentais modernas para a separacgao, a
deteccdo e a quantificacdo de analitos, a preparagcdo das amostras ainda é
frequentemente realizada por métodos manuais e tediosos. Isso retarda e
encarece o processo analitico como um todo. Ha, portanto, a necessidade de
métodos analiticos cada vez mais rapidos, de baixo custo e que utilizem menores
quantidades de solvente e em contrapartida apresentem resultados robustos e
precisos.

A amostragem e a preparagao de amostras sdo 0s primeiros passos em
um procedimento analitico para a determinacao de residuos de pesticidas em
alimentos, envolvendo a coleta e preparacdo das amostras, separagao dos
compostos alvo, quantificagdo, coleta de dados e avaliacdo dos resultados.
Embora essas etapas sejam cruciais para obter resultados precisos, sua
importancia tem aumentado a medida que a industria agroquimica e laboratérios
reguladores passam a adotar métodos miniaturizados e automatizados de alto
rendimento, que requerem por¢gdes de amostras cada vez menores para a
extracdo dos compostos alvo na matriz.

Se as porgdes de amostra tomadas para analise nédo representarem
adequadamente como um todo a amostra original de onde essa porgao foi
retirada, todos os custos, tempo e esforgcos envolvidos na anadlise e
implementagcdo de métodos automatizados sofisticados podem ser
desperdigadas e produzir resultados incorretos (LEHOTAY e COOK, 2015).



1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. AGROTOXICOS

Como consequéncia do grande crescimento da populagdo mundial,
observa-se uma diminuicao das areas utilizadas para o cultivo agricola. Além
disso, este crescimento populacional estad relacionado com um crescente
aumento na busca por alimentos. Esta crescente demanda por alimentos tem
impulsionado o desenvolvimento de sistemas agricolas cada vez mais eficazes.
Neste sentido, o uso de agrotoxicos utilizados para o controle de pragas durante
o cultivo e apds a colheita tornou-se uma importante ferramenta na busca pelo
aumento e qualidade da produgéo agricola (CHIARADIA, 2009).

Os agrotoxicos sdo substancias quimicas, fisicas ou biologicas
manufaturadas para a utilizagdo na agricultura, visando prevenir ou reduzir
efeitos causados por pragas consideradas nocivas, preservando-a da agao
danosa das mesmas (SILVA, 2004).

A acgado dos agrotdxicos ocorre por meio de um ingrediente ativo,
responsavel por interferir na atividade biolégica de organismos sensiveis. A
producao comercial comega com a sintese desse composto, cuja pureza e perfil
de impurezas sao definidos pelo processo quimico adotado. O material obtido
nessa etapa € denominado produto técnico, que servira de base para a
formulacdo do agrotdoxico a ser aplicado no campo. Na formulagdo, sao
adicionados adjuvantes e outros componentes que favorecem a disperséo,
aderéncia e eficacia do ingrediente ativo nas plantas-alvo. O resultado é
o formulado comercial, uma mistura pronta para uso nas lavouras (PELAEZ,
2010).

O Brasil por sua extensa area territorial, aliado a um clima diversificado e
favoravel para a plantagao de diversas culturas, € um dos maiores produtores e
exportadores agricolas do mundo, e devido a isto, existe um controle muito

grande com a utilizagdo de agrotédxicos.



1.1.2. DEFINIGAO E CLASSIFICACAO

Segundo o decreto federal Brasileiro n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002,
que regulamenta a Lei n°® 7.802, de 11 de julho de 1989 que trata sobre esse
grupo de substancias/agentes no Brasil e "dispde sobre a pesquisa, a
experimentagdo, a produ¢do, a embalagem e rotulagem, o transporte, o
armazenamento, a comercializagdo, a propaganda comercial, a utilizagdo, a
importacdo, a exportagao, o destino final dos residuos e embalagens, o registro,
a classificagdo, o controle, a inspecao e a fiscalizagdo de agrotdxicos, seus

componentes e afins, e da outras providéncias", define agrotdxicos como:

“produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produg¢do, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢cdo
de florestas, nativas ou plantadas, de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composigcéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias de produtos empregados como desfolhantes,

dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”.

Os agrotéxicos sado definidos como substdncias que agem direta ou
indiretamente em um organismo vivo, podendo mata-lo ou controla-lo de alguma
maneira, por exemplo, interferindo em seu processo reprodutivo (JARDIM, 2009)
e compreende tanto o principio ativo da substancia teste, bem como seus
metabdlitos relevantes, quando aplicavel. O uso inadequado de agrotéxicos
pode gerar um alimento com teor de residuo acima do aceitavel e isso pode
causar sérios prejuizos a qualidade do solo, saude do agricultor, assim como a
saude do consumidor e por isso deve ser regulamentado por um érgéao fiscal
(CHIARADIA, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do
Ministério da Saude, coordena o Sistema Nacional de Vigilancia Toxicologica,

regulamentando, analisando, controlando e fiscalizando produtos e servigos que



envolvam risco a saude - agrotoxicos, componentes e afins e outras substancias
quimicas de interesse toxicologico.

Entre outras funcdes, a ANVISA, realiza a avaliagao toxicoldgica para fins
de registro dos agrotoxicos e a reavaliagdo de moléculas ja registradas;
normatiza e elabora regulamentos técnicos e monografias dos ingredientes
ativos dos agrotoxicos e € o 6rgao responsavel por estabelecer os limites
maximos de residuos (LMR) para diversas culturas de alimentos que sao
cultivados e comercializados no Brasil. O LMR é a quantidade maxima de
residuo de agrotdéxico ou afim, oficialmente permitida no alimento, em
decorréncia da aplicagdo em uma cultura agricola, expresso em miligramas do
agrotoxico por quilo do alimento (mg/kg) (ANVISA, 2006).

Além disso, a ANVISA também possui entre outras fungdes mencionadas
anteriormente, verificar se agrotoxicos néo registrados estdo sendo utilizados
ilegalmente, investigar se os registrados estdo sendo utilizados de forma
inadequada e, obter dados mais confidveis para a estimativa da ingestao diaria
de residuos de agrotéxicos pela populagao, sendo informag¢ao fundamental para
realizar o registro de novos defensivos agricolas e/ou renovar o registro dos ja
existentes (BASTOS, 2007).

Os agrotéxicos podem ser classificados de diversas maneiras, como: pela
classificagao toxicoldgica, pela natureza da praga controlada, de acordo com a
classe quimica, pelo modo de agdo no organismo alvo, quanto aos efeitos que
causa a saude humana, entre outros.

De acordo com a classificagao toxicoldgica: O novo marco regulatério
da ANVISA, estabelecido como RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA —
RDC N° 294, de 2019, baseou os novos critérios de classificagdo dos agrotdxicos
nas premissas do Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e
Rotulagem de Produtos Quimicos (Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals — GHS), que atualizou e tornou melhor definido os
critérios de avaliacdo e de classificagdo toxicologica de agrotoxicos no pais,
passando a ter regras harmonizadas com as de paises da Unido Europeia e da
Asia, entre outros, fortalecendo a comercializagdo de produtos nacionais no
exterior (BRASIL, 2019).

A classificagdo toxicologica dos agrotoxicos, afins e preservativos de

madeira em uma das cinco categorias ou como Nao Classificado € feita com



base na categoria mais restritiva atribuida aos resultados dos estudos de
toxicidade oral aguda, cutédnea ou inalatéria. A classificagdo toxicolégica dos
produtos técnicos € feita em fungdo de cada um dos desfechos toxicoldgicos
avaliados. O Sistema GHS ampliou, de quatro para cinco, as categorias
toxicologicas, além de incluir “ndo classificado”, valido para produtos de
baixissimo risco, como os pesticidas biolégicos e os que ndo foram analisados.

A classificagcdo em fungédo da toxicidade aguda dos agrotdxicos, afins e
preservativos de madeira deve ser determinada e identificada com os
respectivos nomes das categorias e cores nas faixas do rétulo dos produtos, de

acordo com o estabelecido abaixo na Tabela 1.

TABELA 1 — Classe de agrotoxicos em relagao a sua classificagao toxicologica

Categoria Significado Cor da faixa
Categoria 1 Extremamente téxico Vermelho

Categoria 2 Altamente téxico Vermelho

Categoria 4 Pouco téxico

Categoria 5 Improvavel de causar dano agudo

Nao classificado Nao classificado

Fonte: Adaptado de MAPA, 2019.

De acordo com a natureza do alvo controlado: Os agrotéxicos podem
ser classificados segundo a natureza da praga que irdo combater.
Alguns dos principais tipos de agrotéxicos compreendidos nesta
classificagao sao:
a) Inseticidas: Utilizados no controle de insetos que se alimentam de
cultivos agricolas, causando danos a lavoura, como larvas, lagartas,
pulgdes, insetos sugadores, como percevejos, moscas brancas e

insetos mastigadores como gafanhotos, entre outros;



b) Acaricida: Alguns inseticidas ndo sdo eficazes para o combate de
acaros, e com isso, acaricidas sao utilizados na prevencao de acaros
em geral;

c) Fungicidas: Utilizados para controle de fungos causadores de doengas
de plantas, como manchas foliares, ferrugens, entre outros;

d) Herbicidas: Destinados ao controle de plantas daninhas, podendo
possuir diferentes modos de acdo e sao classificados de acordo com
sua funcdo, podendo ser seletivos ou ndo seletivos:

a. Seletivos: atuam no combate as plantas daninhas e ndo causam
efeitos nocivos drasticos a determinada cultura agricola que
esteja sendo cultivada (CARVALHO, 2013).

b. Nao-seletivos: atuam no combate as plantas daninhas, porém,
podendo causar efeitos nocivos drasticos na cultura agricola que
esta sendo cultivada (CARVALHO, 2013).

e) Nematicidas: Utilizados no controle de nematdides (vermes
microscopios abundantes no solo e agua) e que podem causar doengas
em plantas como o nematdide-das-galhas (Meloidogyne sp.).

f) Bactericidas: utilizados exclusivamente para combate a bactérias.

De acordo com a classe quimica: De acordo com sua natureza quimica,
os agrotoxicos s&o agrupados conforme a semelhangca das estruturas
moleculares do principio ativo que as constituem (MENDES et al.,, 2019) e
possuem uma ampla gama de distintos grupos quimicos, tais como:
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretréides, triazois, entre

outros.

1.1.3. REGULAMENTAGAO DOS AGROTOXICOS NO BRASIL

O registro dos agrotoxicos pelas instituigdes governamentais competentes
trata-se de instrumento basico do processo de controle governamental sobre
esses produtos, visando a importacdo, exportacdo, producgdo, transporte,
armazenamento, comercializagao e uso.

A Lei 7.802, aprovada em 1989 no Congresso Nacional, conhecida como a
Lei dos Agrotoxicos, substituiu o Decreto 24.114 de 1934 e foi regulamentada



pelo Decreto 4.074 em 2002. Um dos principais avangos dessa legislagao foi a
implementagdo de regras mais rigorosas para a concessao de registro de
agrotoxicos. Essa nova lei proibia o registro de novos agrotoxicos com agao
toxica superior a de produtos ja existentes para o mesmo fim e permitia o
cancelamento do registro a pedido de entidades representativas da sociedade
civil (PELAEZ, 2010).

O Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002, também estabelece as
competéncias para os trés 6rgaos envolvidos no registro: ANVISA, vinculada ao
Ministério da Saude; Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), vinculado ao Ministério do Meio Ambiente; e
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2002).

Entre outras competéncias, cabe ao ministério da agricultura avaliar a
eficiéncia e potencial de uso na agricultura, realizando uma avaliagdo de
desempenho agronémico, ao IBAMA avaliar o potencial do produto de causar
algum impacto negativo ao meio ambiente através da avaliagdo ambiental e a
ANVISA realizar a avaliagdo e classificagdo toxicolégica dos produtos e
determinar as condicbes na qual seu uso & seguro para o trabalhador e
consumidor.

Culturas agricolas sao incluidas no registro de um agrotoxico com base em
estudos de residuos em campo, conduzidos segundo as boas praticas agricolas
(BPA). A partir da avaliagdo desses estudos, a Agéncia estabelece o LMR e o
intervalo de segurancga pretendido.

O Limite Maximo de Residuos (LMR) € definido de forma conservadora com
base em estudos de residuos realizados em campo pelos solicitantes de registro
de agrotoxicos. Esses estudos visam garantir a segurancga alimentar, permitindo
a comercializagao de alimentos dentro de padrées seguros (CROPLIFE, 2023).

O LMR representa a quantidade maxima de residuo permitida legalmente
em alimentos, considerando a aplicagao correta do produto na dose maxima
recomendada em bula, conforme regulamentagdes da ANVISA (BRASIL, 2022).

Por definicdo, o nivel de residuos de um pesticida no alimento ndo deve
ultrapassar o LMR uma vez que o produtor segue todas as indicagdes contidas
no rétulo dos produtos. O consumo de alimentos contendo residuos de pesticidas

até o LMR nao deve significar um risco para a saude humana, embora ndo deva



ser considerado isoladamente como uma forma de protegdo a saude humana
(JARDIM, 2012).

Apds o processo de regulamentacdo do defensivo e seu registro pelo
MAPA, o defensivo pode ser utilizado nos cultivos brasileiros.

O Decreto n° 10.833, de 7 de outubro de 2021 altera as regras sobre
producao, pesquisa, registro, utilizagao, importagédo e exportagao de agrotdxicos
no pais. Os principais objetivos do decreto consistem em reformular o processo
de analise de registros, facilitar a pesquisa com agrotoxicos para viabilizar
inovagdes tecnoldgicas e implementar agdes para proteger os aplicadores de
agrotoxicos. Este decreto altera o Decreto 4.074, de 2002, que regulamenta a
Lei 7.802, de 1989 sendo as mudancas realizadas para atualizar dispositivos da
legislacdo em fungéo de avangos praticos e tecnologicos e na ciéncia ocorridos
no setor (MAPA, 2021).

De acordo com LEHOTAY e COOK (2015), a medida que a seguranga dos
alimentos se torna cada vez um tema de interesse global, os fabricantes de
agrotoxicos estdo buscando registrar seus produtos em varios paises e ter seus
dados de residuos aceitos pelos orgdos reguladores de todo o mundo,
permitindo a livre comercializacao de alimentos.

E importante que os métodos analiticos empregados nos estudos analiticos
gerados para este fim demonstrem exatidao e precisao aceitaveis para uso em
calculos complexos de avaliagcdo de riscos e analises estatisticas. Os
reguladores que aplicam LMRs devem ter confianga de que os resultados

analiticos relatados representam as verdadeiras concentragdes de residuos.

1.1.4. METODOS DE ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM
ALIMENTOS

Segundo o documento guia de métodos analiticos para residuos de
agrotoxicos da Organizacao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico
(OECD), os métodos analiticos para determinagédo de residuos de agrotéxicos
sdo usados para geracdo de dados para estimar as avaliagdes da exposigcao
alimentar, para estabelecer os LMRs e para determinar os fatores de
processamento (OECD, 2007).



Estes métodos se aplicam a todos os agrotoxicos usados em cultivos
comestiveis e pecuaria, assim como para subsequentes produtos processados,
e para produtos derivados de animais que podem consumir alimentos tratados
com agrotoxico (por exemplo, carne, leite, ovos) (OECD, 2007).

De acordo com normativas internacionais, como parte dos requisitos para
a aprovacao de substancias ativas, as empresas devem submeter métodos
analiticos como parte do processo de registro. Esses métodos sdo fundamentais
para a avaliagao de risco e dao suporte a estudos em diversas areas, como
toxicologia, ecotoxicologia, meio ambiente, residuos em produtos vegetais e de
origem animal, além de fragdes processadas.

Os métodos analiticos apresentados devem ser especificos, ou seja,
desenvolvidos para detectar e quantificar um numero limitado de ingredientes
ativos, especialmente quando destinados ao registro de novos produtos.

Paralelamente, também ¢é exigida a apresentacdo de métodos
multirresiduos, capazes de abranger uma ampla gama de ingredientes ativos.
Esses métodos sdo utilizados rotineiramente por laboratérios de monitoramento
para verificar a conformidade dos alimentos com os Limites Maximos de
Residuos (LMRs) estabelecidos para diferentes matrizes, tanto vegetais quanto
de origem animal (SANTE, 2023 e EPA, 1996).

Do ponto de vista da analise de residuos de agrotoxicos, medir os niveis
de tragos de diferentes compostos em uma grande variedade de matrizes
vegetais € uma tarefa desafiadora.

A determinacéo de residuos de agrotdxicos desempenha um papel muito
importante para a avaliagdo da exposigao humana e do meio ambiente a esses
compostos, permitindo avaliar a conformidade da produgcédo com as boas praticas
agricolas, possibilitando decisdes regulatérias comerciais visando garantir a
segurancga alimentar (PRESTES et al, 2009).

Segundo CHIARADIA (2009), os métodos de analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos compreendem, basicamente, trés principais etapas:
1) Amostragem, que deve ser representativa de um todo;
2) Preparo da amostra, isto €, a extragdo do analito da matriz com
utilizacao de solvente, a remogao de co-extratos interferentes (clean-
up) e conversao dos analitos em um derivado prontamente analisado,

se aplicavel, e concentragcao das amostras;
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3) Separacao e determinacéo dos analitos.

Nesta lista de etapas, cada uma tem seu proprio papel crucial para a realizacao
de uma analise bem-sucedida.

De acordo com LICHON (1992), embora estas etapas possam auxiliar em
uma analise de residuos, elas também podem ser responsaveis pela insercéo
de erros, podendo ser minimizados e quantificados pela constante observacao
em todas as suas etapas, replicacdo das analises, inclusdo de testes de
recuperacao, utilizacdo de materiais de referéncia e utilizacdo de padrbes
internos e/ou externos.

Diversos fatores devem ser considerados na escolha do método analitico
para determinacao de residuos de agrotéxicos. Um deles é a complexidade da
matriz, como alimentos ricos em lipideos, proteinas ou pigmentos, que podem
exigir etapas adicionais de purificacdo. Outro fator importante € a necessidade
de alta sensibilidade, especialmente quando se busca detectar residuos em
niveis de trago (ppm ou ppb), o que demanda equipamentos precisos e cuidados
rigorosos com a descontaminagdo dos materiais utilizados. Além disso, €&
essencial definir claramente qual residuo sera determinado, se o ingrediente
ativo original ou seus metabdlitos relevantes.

A diversidade das propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos também
influencia diretamente na escolha do método. Por exemplo, Midio (1997) destaca
que a variabilidade entre compostos pode exigir abordagens analiticas distintas,

mesmo dentro de uma mesma classe de pesticidas.

1.1.5. PREPARO DE AMOSTRA

Os residuos de agrotdxicos estdo presentes em baixas concentragdes, na
ordem de partes por bilhdo (ppb) e partes por trilhdo (ppt), além de estarem em
matrizes complexas, como por exemplo compostos vegetais. Assim, o preparo
adequado das amostras torna-se fundamental para analises seletivas, eficientes
e com resultados confiaveis.

Alguns dos principais objetivos do preparo da amostra esta na etapa de
extracdo e concentragdo dos analitos de interesse, assim como na eliminacgéo,
tanto quanto possivel, de interferentes provenientes da matriz. Perdas de analito

nesta etapa podem comprometer o resultado das analises. Desta maneira, o
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preparo da amostra € uma etapa crucial dentro de todo o processo analitico
(OSMAR et al., 2009).

Abaixo, alguns dos fatores a serem considerados, mas néao limitados a
estes, para etapa de preparo de amostra s&o:

Processamento da amostra: Como forma de garantir uma maior eficiéncia
do procedimento de preparo de amostra, geralmente, é utilizada a menor
quantidade possivel de amostra, desde que seja garantido a representatividade
estatistica ao resultado (ANASTASSIADES et al., 2003). De uma forma geral, as
amostras solidas, como a maioria dos alimentos, requerem etapas mais
complexas e exaustivas durante seu preparo (PRESTES, 2009).

Segundo LEHOTAY et al. (2020), assim como uma corrente é tao forte
quanto o seu elo mais fraco, a etapa de processamento da amostra na analise
de residuos de pesticidas em alimentos é igualmente importante como qualquer
outra etapa do método geral.

O processamento da amostra inclui procedimentos como corte, trituragao e
mistura, utilizados para tornar a amostra analitica aceitavelmente homogénea
em relacao a distribuicdo do analito, antes da retirada de uma porcéo analitica
para analises, devendo essa etapa ser projetada para evitar a inducéo de
mudancas na concentracdo do analito. O tamanho da porgcdo analitica a ser
utilizada para o método analitico dependera do processo e eficiéncia da etapa
de homogeneizagéo.

No caso de frutas e vegetais, a homogeneizagéo criogénica (por exemplo,
usando gelo seco ou nitrogénio liquido) é altamente recomendada para
aumentar o grau de homogeneidade da amostra, por meio da redugdo do
tamanho de particula da amostra e, assim, reduzir a variagdo da sub-
amostragem, auxiliando na extragao de residuos e reduzindo variabilidade nas
analises (FUSSELL, 2016 e LEHOTAY et al, 2020).

O processamento criogénico requer que a amostra seja congelada,
geralmente a -20 °C ou inferior, antes de ser desintegrada em um po fino na
presenga de gelo seco (CO2 solido) ou nitrogénio liquido. Ao reduzir a
temperatura em que as amostras laboratoriais sdo fragmentadas, é possivel
retardar as reacgdes potenciais entre os residuos de pesticidas presentes nas
amostras e substancias/enzimas liberadas quando as células das plantas sao
rompidas, minimizando as perdas de pesticidas (FUSSELL et al., 2007).
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A homogeneizagédo das amostras congeladas (com adi¢ao de gelo seco ou
nitrogénio liquido) é requisito da maioria das normativas internacionais para
submissao de estudos para fins de registro, visando garantir a homogeneidade
e integridade da amostra durante periodo de armazenamento até a analise (EPA,
1996, OECD, 2007 e ANVISA, 2012).

No entanto, para maioria dos laboratérios de monitoramento este ndo € um
requisito obrigatério, sendo as amostras homogeneizadas em temperatura
ambiente ou resfriadas, salvo quando houver evidéncia de que este
procedimento possa causar uma influéncia significativa na degradagao dos
compostos de interesse (SANTE, 2021).

Geralmente, a fragmentagdo das amostras a temperatura ambiente pode
levar a grandes perdas para agrotdxicos sensiveis a temperatura, além de
também resultar em um grau insuficiente de cominuigdo, impedindo assim a
extracao de residuos contidos nas particulas remanescentes. Além disso, o grau
de homogeneidade alcangado neste tipo de preparo nao é tao eficiente quanto
no processamento criogénico, fazendo-se necessario o uso de quantidades
maiores de amostra para analise e/ou o utilizacdo de equipamentos que possam
auxiliar numa maior trituracdo das amostras durante a primeira etapa de
extragao, como o Ultra-Turrax/Polytron, de maneira a minimizar estes problemas
(FUSSELL, 2016).

Extragao: A etapa de extragdo € considerada uma das mais criticas na
analise de residuos de agrotdxicos, pois influencia diretamente a preciséo e a
exatidao da quantificagao.

Trata-se do processo responsavel por isolar os compostos de interesse da
matriz amostral, geralmente por meio do uso de solventes apropriados em
contato com a amostra por um tempo determinado. O rendimento dessa etapa
pode ser afetado por diversos fatores, como o tipo de solvente utilizado, o tempo
e a temperatura de extragdo, além do sistema de agitacdo empregado.
Idealmente, o método deveria extrair todos os analitos de interesse sem coextrair
substancias interferentes (SANTE, 2022).

No entanto, esse cenario € considerado idealizado e raramente alcangado
na pratica. Segundo Santana-Mayor et al (2023), mesmo métodos amplamente
utilizados, como o QUEChERS, exigem etapas adicionais de purificagdo para

garantir seletividade e sensibilidade adequadas
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A escolha de um método de extragdo adequado é essencial para garantir a
eficiéncia e a confiabilidade na analise de residuos de pesticidas. Para métodos
multirresiduos, € desejavel que o procedimento seja capaz de extrair compostos
com diferentes polaridades, abrangendo um amplo espectro de ingredientes
ativos

Além disso, a seletividade do método durante a extragdo € um critério
importante, pois interfere diretamente na pureza do extrato e,
consequentemente, na precisdo da quantificacdo. A compatibilidade com
diferentes técnicas cromatograficas, como LC-MS/MS e GC-MS, também & um
requisito técnico relevante para garantir a aplicabilidade do método em diferentes
contextos laboratoriais (SANTE, 2022).

A maioria dos métodos analiticos emprega blenders durante a etapa de
extragcdo, como o Ultra-turrax/Polytron. No entanto, o processo de agitagcéo
utilizando um Vértex apresenta diversas vantagens em comparagao a essa
técnica. Entre os beneficios, destaca-se a possibilidade de realizar a extragao
em campo, a execucao em frascos fechados, que elimina a exposi¢cao do
analista, e a reducao dos riscos de contaminacgao cruzada, uma vez que nao ha
necessidade de lavar o homogeneizador entre as extragdes, permitindo o uso de
frascos descartaveis, conforme apontado por OSMAR et al. (2009). Além disso,
a técnica com Vortex facilita a automacao do procedimento, tornando-o mais
eficiente e seguro.

De acordo com a normativa SANTE/2017/10632 Rev.04 de fevereiro de
2022, a validacao de rotina dos métodos analiticos de residuos envolve testes
de recuperagdo e precisdo realizados com amostras fortificadas. Em geral,
observa-se uma alta recuperacéo e boa precisdo nesses testes.

No entanto, esse procedimento nido fornece evidéncias suficientes sobre a
eficiéncia da extracdo de residuos que estdo efetivamente incorporados na
amostra. Isso ocorre porque os residuos de agrotdéxicos podem ser absorvidos
pela matriz vegetal, em vez de estarem apenas superficialmente impregnados.
Portanto, € essencial a utilizacdo de técnicas comprovadamente eficazes para a
extracdo desses residuos, garantindo resultados mais representativos e
confiaveis.

A formacao de conjugados ou a incorporagdo na matriz vegetal pode ser

uma razao pela qual os residuos de pesticidas incorridos ndo sao facilmente
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acessiveis durante a extracdo. Desta forma, a demonstracdo da eficiéncia da
extracdo nao pode ser realizada simplesmente pela validacdo do método de
rotina com experimentos de fortificacdo, devendo ser avaliada com amostras
contendo residuos incorridos.

A eficiéncia da extragao € essencial para garantir resultados confiaveis na
andlise de residuos de agrotdxicos. Para que o grau de contaminacao seja
corretamente estimado, os compostos devem ser completamente removidos da
matriz amostral. Esse processo depende da escolha adequada do solvente, do
preparo da amostra e da metodologia empregada (MASTOVSKA; LEHOTAY,
2004). O uso de agrotoxicos radiomarcados em associacdo com o produto
técnico garante resultados relativamente rapidos e de alta precisdo no
monitoramento de todas as etapas de analise.

O regulamento da Comisséo (EU) n°® 283/2013 estabelece a necessidade
de apresentar dados que demonstrem a eficiéncia de extracdo dos compostos
de interesse a serem analisados e que serdao submetidos para fins de registro.

Esses dados sdo geralmente fornecidos pelas empresas que solicitam
novos registros ou a manutencado de registros de ingredientes ativos. As
informacdes sao baseadas em estudos de metabolismo realizados com
compostos radiomarcados ou em extrapolacbes para outros solventes e
procedimentos de extragéo.

A validacao da eficiéncia de extracao é feita por meio de uma comparacao
entre a quantidade de residuos extraidos de uma amostra e os residuos
incorporados, utilizando o método de extragdo proposto em relagdo ao
procedimento comprovadamente eficaz obtido nos estudos de metabolismo.
Essa abordagem assegura que os dados apresentados sejam representativos e
relevantes para a analise dos compostos em questao.

Purificagao: A complexidade da composi¢cdo dos alimentos ocasiona
dificuldades para a determinagdo dos agrotdxicos, tornando necessaria e
essencial em muitos métodos a etapa de purificagédo (clean-up) do extrato, apos
extragdo com solvente, de maneira a promover a robustez e confiabilidade dos
resultados obtidos.

E nesta etapa que os interferentes sdo eliminados ou reduzidos, bem como
o efeito matriz, além de diminuir a necessidade de manuten¢ao técnica do

sistema cromatografico. Segundo a IUPAC (1989), efeito matriz & definido como
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“o efeito combinado de todos os componentes da amostra, exceto o analito, na
medi¢cdo da quantidade”, sendo que um dos grandes desafios da etapa de
purificacdo € superar ou reduzir estes efeitos da matriz durante etapa de

quantificacdo dos resultados.

1.1.6. MINIATURIZACAO DE METODOS ANALITICOS

A preparagao de amostra € considerada a fase mais poluente em métodos
de determinacgao de residuos de agrotoxicos devido a grandes quantidades de
solventes organicos que sao empregados durante as etapas de extragao e
purificacdo dos métodos analiticos e que sdo muitas vezes nocivos para o ser
humano e meio ambiente (STOCKA et al, 2011).

Embora cada vez mais estejam sendo estudadas e desenvolvidas técnicas
de miniaturizacdo de métodos analiticos, atualmente ainda é relativamente
comum encontrar métodos que utilizam centenas de mililitros de solvente para
etapa de extragdo de amostras (LEHOTAY et al, 2020).

Segundo a RDC N° 4, de 18 de janeiro de 2012, para fins regulatorios,
geralmente amostras de campo contendo pelo menos 1 kg devem ser coletadas
e processadas para obter determinagcdes de pesticidas que correspondam com
precisao ao lote original da amostra. Portanto, o procedimento de fragmentacao
deve produzir efetivamente porgdes de teste para anadlises que sejam
representativas da amostra original.

De acordo com LEHOTAY (2020), antes da década de 90, o tamanho tipico
da porgao de teste tomada para analise de residuos de agrotoxicos em alimentos
era de 50g a 100 g, na qual foi reduzido para 25g a 30 g durante a década de
1990 e com a implementagdo do método QUEChERS na década de 2000, o
tamanho da por¢cado de amostra tomada para as analises foi reduzido ainda mais
para 10 a 15 g, embora existam diversos trabalhos envolvendo a miniaturizagéo
do método QUEChERS chegando a poucos miligramas de amostras para os
mais variados tipos de matrizes (IZACARA et al., 2020; DUFOUR et al. 2021;
SCHANZER et al. 2021).

Segundo DE LA GUARDIA e ARMENTA (2010), o uso de métodos verdes
e rapidos de preparagao de amostras € um grande problema no campo da

quimica analitica, sendo o motivo 6bvio a reducdo de custos em termos de
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reagentes, solventes e tempo. Desta forma, uma tendéncia na quimica analitica
€ o desenvolvimento de sistemas miniaturizados. O termo miniaturizacdo é
realmente aplicavel as técnicas de deteccdo, separagcdo e preparagao de
amostras (RIOS et al., 2006). Do ponto de vista da preparagéo da amostra, as
técnicas convencionais de pré-tratamento estdo sendo cada vez mais
substituidas por alternativas miniaturizadas que apresentam varios beneficios
quando comparadas com as técnicas classicas de extracao.

Pelo menos trés opgdes mais sustentaveis estdo disponiveis para o
analista:

(a) extragado sem solvente ou virtualmente sem solvente;

(b) uso de solventes menos nocivos e;

(c) uso de auxiliares de extracao.

Nas duas ultimas opgdes, o uso de agua superaquecida ou a aplicagéo de
micro-ondas podem representar alguns exemplos validos. No entanto, a primeira
opcao se tornou a mais difundida. A reducdao ou eliminacdo completa de
solventes € uma caracteristica distintiva das técnicas miniaturizadas, que além
de melhorar o “verde” da analise, também sao econémicas (COSTA, 2014).

RITER e WUJCIK (2018) descreveram ganho significativos de eficiéncia no
processo de analise de residuos de glifosato em matrizes vegetais, por meio do
desenvolvimento e validagdo de um processo de moagem fina em duas etapas,
no qual se produziu uma amostra uniforme e consistente que pode ser medida
de forma reprodutivel com porg¢des de teste de 75 mg. Este tamanho de amostra,
permitiu a pesagem direta da amostra em um formato de micro placas compativel
com sistemas automatizados (Tomtec Quadra 4).

Desta forma, atendendo aos requisitos da chamada “quimica verde”, a
miniaturizacao da etapa de extragao de um método analitico para determinacéao
de residuos de agrotoxicos, pode auxiliar na sensibilidade e a seletividade dos
métodos analiticos, reduzir consumo de solvente, viabilizar automacao e
simplificagcdo dos métodos e consequentemente minimizagdo de erros, maior

agilidade e reducédo de custo dos processos.
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1.1.7. PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2k

A extracado da amostra é considerada como uma das etapas essenciais na
analise de residuos de agrotoxicos, pois fornece a base para a detecgdo dos
pesticidas em niveis de tragos.

Varios fatores precisam ser otimizados durante a extragcado de pesticidas
devido a complexidade da matriz, o que € demorado e tedioso. Portanto, o uso
de um planejamento fatorial no processo de otimizagao e validagao da condigao
apropriada para uso se mostra eficaz com um minimo de experimentos e custo,
tendo sido utilizado por diversos autores para desenvolvimento de métodos
analiticos (PASSEPORT et al, 2010; GOULART et al., 2010; FRIEDRICH et al.,
2016 e CABRERA et al., 2016).

Conforme descrito por NARENDERAN et al. (2019), as estratégias
convencionais para otimizagdo do método de extracdo por meio de abordagem
univariada possui algumas desvantagens, como fornecer resultados ineficientes,
visto que fornecem apenas o ajuste apenas de uma variavel buscando uma
condigao otima. O método tradicional também ignora a interagdo entre varios
fatores durante o processo de extragdo e requer multiplas execugdes
desnecessariamente.

Uma técnica multivariada € rotineiramente aplicada para otimizar as
diferentes condi¢cbes de trabalho em varios processos de extracdo, a fim de
melhorar seu desempenho. Os planejamentos fatoriais s&do considerados os
mais eficientes para identificar e otimizar os fatores significativos para alcangar
um resultado competente, devido as suas vantagens, como fornecer
informagdes precisas com um numero minimo de experimentos, identificar as
interagcdes entre os fatores e permitir otimizagdes de varias respostas (AMIRAT
et al, 2016).

Um planejamento fatorial € uma configuragcao de teste que avalia varios
fatores em um numero determinado de niveis em um numero pré-definido de
experimentos para otimizar o processo de extracdo. O planejamento de
experimentos se deve a Ronald A. Fisher, que durante alguns anos foi
responsavel pela parte estatistica e analises de dados na Estagdo Agricola

Experimental em Londres — Inglaterra e que desenvolveu e usou pela primeira
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vez a técnica de ANOVA (Analysis of variance) como ferramenta para analise
estatistica do projeto experimental (MONTGOMERY, 1991).

O planejamento fatorial completo € uma abordagem experimental que
envolve a realizagdo de uma série de testes nos quais se introduzem variagoes
deliberadas nas variaveis de entrada (inputs) do processo. Essa metodologia
permite identificar os efeitos dessas mudancas nas respostas ou variaveis de
saida (outputs). Ao manipular sistematicamente as condigdes experimentais, o
planejamento fatorial completo possibilita uma analise abrangente das
interagcdes entre as variaveis, contribuindo para uma melhor compreensio do
sistema em estudo e para a otimizagao dos processos envolvidos.

MONTGOMERY (1991) citado por GALDAMEZ (2002), descreve que as
técnicas de planejamento fatorial sdo utilizadas para melhorar as caracteristicas
de qualidade dos produtos ou processos de fabricacido, reduzir o numero de
testes e otimizar uso de recursos da empresa, enquanto que de acordo com
BUTTON (2001), o objetivo geral pode ser dividido em outros objetivos
secundarios:

- lIdentificagdo das variaveis (fatores de controle) do processo que
apresentam maior influéncia nos parametros de resposta;

- Atribuicdo de valores as variaveis influentes do processo de modo que a
variabilidade da resposta de interesse seja minima ou que o valor do resultado
(paréametro de qualidade) seja proximo do valor nominal;

- Atribuicdo de valores as variaveis influentes do processo de modo que o
efeito das variaveis ndo controlaveis seja reduzido.

O planejamento fatorial 2¢ é uma técnica de projeto experimental que
envolve a investigacdo de multiplos fatores em dois niveis, alto (+1) e baixo (-1),
onde k é o numero de variaveis estudadas. Com essa abordagem é possivel
analisar efeitos dos fatores principais, bem como suas interagdes utilizando-se

de um numero relativamente pequeno de experimentos.

1.1.8. ANALISE DE VARIANCIA COM UM FATOR - ANOVA

Quando comparamos grupos, além de considerar a distribuicdo e a
relacdo entre os grupos, também devemos levar em conta o numero de grupos

ou fatores a serem comparados. Quando a analise envolve comparar trés ou
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mais grupos, supondo que exista a normalidade dos dados, podemos realizar
uma analise de variancia (ANOVA). A ANOVA é uma generalizagao do teste t de
Student, onde as variaveis categoricas devem ser selecionadas como fatores do
modelo. Cada nivel do fator pode ter um efeito diferente sobre a variavel
dependente.

O objetivo da ANOVA ¢ verificar se ha diferenga significativa entre pelo
menos duas médias dos grupos. Para isso, a ANOVA considera como hipotese
nula (Ho) que ndo ha diferenga entre as médias dos grupos (Ma=uB=...=u?) e,
como hipotese alternativa (Ha), que ha diferenga entre pelo menos duas das
médias dos grupos (ua#u?). Desta forma, se ndo rejeitamos a Ho (p > 0,050),
concluimos a analise de que nao ha evidéncias significativas de diferenca entre
as médias dos grupos (MCHUGH, 2011).

1.1.9. TESTE DE TUKEY

A analise de variancia (ANOVA) tem sido uma ferramenta importante para
pesquisadores que conduzem estudos com multiplos grupos experimentais e um
ou mais grupos de controle. No entanto, a ANOVA néo fornece informacdes
detalhadas sobre as diferengas entre os varios grupos de estudo, ou sobre
combinag¢des complexas de grupos de estudo. Quando a hipotese nula (Ho) é
rejeitada apos a ANOVA, nao é possivel afirmar como um grupo difere de um
determinado grupo. O resultado da ANOVA néo fornece informacgdes detalhadas
sobre as diferengas entre varias combinag¢des de grupos (MCHUGH, 2011).

Portanto, analises adicionais para esclarecer as diferengas entre pares
especificos de grupos experimentais devem ser realizadas, sendo necessario
aplicar o 'teste de comparagao multipla' (MCT), também é chamado de ‘'teste
post-hoc', tais como o Teste de Tukey.

Este teste utiliza testes post-hoc de comparagdo em pares para
determinar se ha diferenga entre a média de todos os pares possiveis usando
uma distribuicdo de alcance studentizado. Este método testa todos os pares
possiveis de todos os grupos.

Inicialmente, o teste de Tukey era chamado de teste de 'diferenga
significativa honesta' ou simplesmente 'teste T', porque esse método era

baseado na distribuicdo t. E importante observar que o teste de Tukey é baseado
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no mesmo numero de amostras entre os grupos (dados equilibrados) que a
ANOVA. Posteriormente, Kramer modificou esse método para aplica-lo em
dados nao equilibrados, e ficou conhecido como teste de Tukey-Kramer. Este
meétodo utiliza a média harmdnica do tamanho da célula das duas comparacoes.
As suposi¢des estatisticas da ANOVA devem ser aplicadas ao método de Tukey
também (LEE e LEE, 2018).

Para proceder ao teste de Tukey, é preciso calcular a diferenga
minima que deve haver entre duas médias para que elas possam ser
consideradas diferentes ao nivel de significancia a. Para obter o valor da
diferenga honestamente significante (A ou HSD) pelo teste de Tukey é preciso
calcular:

_—

|QMR
HSD = qugix |——
_\I i

Onde:

q(k,gl,a) = é denominado amplitude estudentizada e é encontrado na tabela de amplitude
estudentizada q, ao nivel de significancia a, para k tratamentos e gl graus de liberdade do
residuo da ANOVA.

QMR = é o quadrado médio do residuo da analise de variancia;

r = & o numero de repeticdes de cada um dos grupos.

Além disso, temos o método Tukey-Kramer, que foi desenvolvido para os
casos em que 0s grupos em comparagao tém tamanhos diferentes. Nesses
casos, faz-se necessario ajustar o procedimento a situacao
(substituir r por ri e rj).

Para proceder ao teste de Tukey-Kramer, € preciso assumir que as
populagdes tém variancias iguais. Portanto, o quadrado médio do residuo
(QMR), obtido na ANOVA, ¢ a estimativa da variancia da variavel.

O valor da diferenga minima significante (dij) entre as médias de dois grupos
de tamanhos ri e rj (dif), pelo teste de Tukey-Kramer, é dado por:

MR /1 1
dij = Goc(ren—k) - \r +;j

Encontra-se o valor q(k,gl,a), denominado amplitude estudentizada,

na tabela de amplitude estudentizada q. Procure na tabela, no nivel de
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significancia a, o valor de q para k grupos e os graus de liberdade do residuo da
andlise de variancia. QMR é o quadrado médio do residuo da analise de
variancia eri e rj sdo os numeros de repeticbes de cada um dos grupos em

comparagao.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

e Avaliar empregabilidade de miniaturizagdo da etapa de extragdo de métodos
analiticos para analise de residuo de pesticidas em alimentos de maneira a
reduzir uso de solventes e viabilizar a implementagdo de métodos

automatizados.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Investigar os efeitos de distintas variaveis empregadas durante a etapa
de extragao de residuos de pesticidas em alimentos sobre a resposta do nivel
de residuo encontrados.

e Avaliar o impacto da repetitividade dos resultados de residuos durante
analises utilizando distintas variavéis na etapa de extragao.

e Implementar procedimento de analise para as combinagdes
analitos/matrizes em LC-MS/MS.

e Realizar comparacao estatistica dos resultados obtidos por meio das
andlises utilizando o método original em comparacdo aos métodos
miniaturizados.

¢ Validar os resultados por meio de comparacdes adicionais com maior

range de m analitos/matrizes.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Nos proximos itens, estdo descritos todos os materiais que foram
utilizados para a realizagao da primeira parte desta dissertacao, para conducao
do planejamento fatorial completo 23, ANOVA fator Unico e teste de Tukey, tais
como equipamentos, solventes, solucdes, padrées e métodos analiticos,
vidrarias e softwares, entre outros, os quais foram imprescindiveis para a
realizagao desta pesquisa.

Toda a fase experimental deste projeto foi realizada no laboratorio global
de seguranga ambiental e do consumidor (GENCS — Global Environmental and
Consumer Safety Laboratory) da BASF S.A., situado em Guaratingueta/SP. O
laboratério forneceu toda a infraestrutura, equipamentos, materiais e recursos

necessarios para a execugao do projeto.

3.1. MATERIAIS E METODOS
3.1.1. MATERIAIS

3.1.1.1. Reagentes e Solventes

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes para condugio desta
fase experimental:

e Agua ultra-pura grau 1 obtida pelo sistema Milli-Q (Millipore® Elix 05,
Integral);

e Acido cloridrico 37%, Merck

o Acido férmico, Merck

e Acetonitrila, J.T. Baker

e Ciclohexano, J.T.Baker

e Hidréxido de sédio, Mallinckrodt
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3.1.1.2. Misturas de solugbes

Foram preparadas as seguintes solugbes para utilizagdo durante

conducao da fase experimental analitica:

Fase movel A: 0,1% acido férmico em agua

Fase movel B: 0,1% acido formico em metanol / 0,1% acido formico em
acetonitrila

Solugéo acido cloridrico 2 mol/L: 85 mL de HCI 37% qgsp 500 mL agua
Solugéo de hidroxido de sédio 0.2 mol/L: 2g hidroxido de sodio gsp 250
mL agua

Solugéo de extragéo: Metanol/Agua/HCI 2 mol/L (70/25/5, vIviv)

Solugéo de diluicgo final: Metanol/Agua (50/50, v/v)

3.1.1.3. Padroes Analiticos

Os padroes analiticos utilizados estao descritos abaixo e foram fornecidos pela
BASF SE:

Nome Comum: Mefentrifluconazole

BAS Code: BAS 750 F

Pureza: 99,7%

Lote: 5834378

Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/04/2031

Nome Comum: Piraclostrobina

BAS Code: BAS 500 F

Pureza: 100%

Lote: L2017-012

Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/02/2025

Nome Comum: Teflubenzurom

BAS Code: BAS 309 |

Pureza: 99,8%

Lote: L76-78

Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/03/2027
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e Nome Comum: Fluxapiroxade

e BAS Code: BAS 700 F

e Pureza: 99,9%

e Lote: L80-170

e Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/09/2028

e Nome Comum: Dimoxistrobina

e BAS Code: BAS 505 F

e Pureza: 99,7%

e Lote: 01171-55

e Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/02/2026

e Nome Comum: Boscalida

e BAS Code: BAS510 F

e Pureza: 99,0%

e Lote: L71-168

e Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/12/2029

3.1.1.4. Preparo das Solugbes Padrées

Solugdes padrao estoque foram preparados para cada um dos padroes
analiticos na concentragao de 1 mg/mL em metanol e armazenadas a 5+3 °C,
com excecao do preparo da solugao padrao estoque de teflubenzurom que foi
preparado em acetonitrila devido melhor solubilidade do ativo neste solvente.

A partir da solugao padrao estoque, foram preparadas solugdes padrbes
de fortificacdo nas concentragdes de 10.000 ng/mL e 100 ng/mL em metanol,
contendo a mistura de mefentrifluconazole, piraclostrobina, teflubenzurom,
fluxapiroxade, dimoxistrobina e boscalida.

Por fim, a partir desta solu¢cdes de fortificagdo foram preparadas as
solugdes de trabalho (calibragdo) em metanol/agua (50/50, v/v). A denominagéo
dessas solugcbes de calibracdo, forma de preparo e a concentragcao

correspondente a cada solugao sao apresentadas na Tabela 2:
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TABELA 2 — Preparo de solugdes de calibragao

Concentragao . Volume Cédigo Concentragao
. . Aliquota . ~ .

Inicial (mL) final solugao Final

(ng/mL) (mL) calibracao (ng/mL)
100 0,40 20 SPCE 2,00
100 0,20 20 SPCD 1,00
100 0,10 20 SPCC 0,500
2,00 2,00 20 SPCB 0,200
2,00 1,00 20 SPC A 0,100

2,00 0,40 20 SPCF 0,0400

2,00 0,20 20 SPC G 0,0200

3.1.1.5. Formulagées

Para condugdo da fase experimental e campo foram utilizados os seguintes

produtos formulados:

e Nome comum: SPOT® SC

e Nome comum dos ingredientes ativos: Dimoxistrobina e Boscalida
e Classe agronémica: Fungicida

e Grupo quimico: Estrubilurina e Anilida

e Tipo de formulagéo: Suspenséao concentrada (SC)

e Composigao: 200 g/L e 200 g/L

e Lote: 0026078732

e Data de validade (dd/mm/aaaa): 12/07/2027

e Nome comum: IMUNIT®

e Nome comum dos ingredientes ativos: Alfacipermetrina e Teflubenzurom
e Classe agrondémica: Inseticida

e Grupo quimico: Piretréide e benzoiluréia

e Tipo de formulagéo: Suspenséao concentrada (SC)

e Composigéo: 75 g/L e 75 g/L

e Lote: 031-22-09500

e Data de validade (dd/mm/aaaa): 09/12/2025
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e Nome comum: BELYAN®

e Nome comum dos ingredientes ativos: Mefentrifluconazole,
Piraclostrobina e Fluxapiroxade

e Classe agronémica: Fungicida

e Grupo quimico: Triazol, Estrobilurina e Carboxamida

e Tipo de formulagéo: Suspenséao concentrada (SC)

e Composigao: 133,3 g/L, 177,8 g/L e 88,9 g/L

e Lote: FD-220331-1012

e Data de validade (dd/mm/aaaa): 30/04/2024

3.1.1.6. Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados para etapa de avaliagao do

tamanho de particula das amostras homogeneizadas:

e Mastersizer 2000, Malvern Instruments®

e Balanca semi analitica PG 5002-S, Mettler Toledo®

e Placa aquecedora em ceramica com agitagdo C-MAG HS7 Digital,
IKA® e barras magnéticas (peixinho) para agitagéo

Durante conducdo da etapa experimental para conducdo dos
experimentos estatisticos como planejamento fatorial completo 23, ANOVA fator
unico e teste de Tukey, foram utilizados os seguintes equipamentos:

e Balanga semi-analitica PG 5002-S, Mettler Toledo®

e Balanga analitica XS205DU, Mettler Toledo®

e Pipetas automaticas de volumes diversos (M10, M25, M100, M250,
M1000), Gilson®

e Pipetas automaticas Research Plus 0.5-5 mL e 1-10 mL,
Eppendorf®

e Sistema Milli-Q Elix 05 Integral, Millipore®

e Mesa agitadora MS2 Minishaker, IKA®

e Concentrador de amostras TurboVap LV, Zymark®
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e Agitador Ultra-Turrax® HS 501 Digital (tipo Polytron), IKA®

e Agitador Ultra-Turrax® Tube Drive, IKA®

e Banho de ultrassom USC 1800, Unique®

e Centrifuga Rotina 380, Hettich®

e Dispenser de liquidos Dispensette Ill, Brand®

e Agitador mecéanico VX-2500 Milti Tube Vortexer, VWR®

e Hamilton Microlab STAR Liquid handling System, Hamilton®

Também foi utilizado cromatdgrafo liquido acoplado a espectrémetro de
massas.

O cromatografo liquido modelo ExionLC da Sciex® é composto por
organizador de amostras e injetor automatico modelo AD Multiplate Sampler
(5036655), forno de coluna modelo AC Column Oven 240V (5036660), bombas
binarias modelo AD Pump (5036653), valvula seletora de solvente modelo
Selection valve (5036647), Desgaseificador modelo Dessager (5036646) e
Controladora modelo Controller (5036643).

O espectrébmetro de massas modelo Triple Quad 6500* da Sciex® é
composto por analisador de massas triplo quadrupolo e fonte de ionizagao por
eletrospray. O controle entre cromatdgrafo liquido e espectrométro de massas é
realizado pelo Software Analyst (versdao 1.6.3). Foi empregada as colunas
analiticas Betasil® C18 (100 x 2,1 mm, 5um) da Thermo Scientific® e Xselect®
HSS T3 (100 x 2,1 mm, 2,5um) da Waters®.

Para etapa de extracdo e purificagdo das amostras foram utilizadas
vidrarias de uso comum de laboratério (tais como béqueres, tubos de ensaio,
provetas, entre outros) além de consumiveis como tubos de 15mL e 50mL
FalconTM, tubo micronic 6mL, frascos de polipropileno de 250 mL, filtros de
membrana de celulose regenerada (0,22um de poro, Sartorius Stedim®) entre

outros materiais.
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3.1.1.7. Softwares utilizados

Os softwares utilizados neste estudo ser&o descritos a seguir:

1) Microsoft Office Excel: software comercial desenvolvido pela Microsoft,
que sera utilizado para organizagao dos dados e para a realizagao dos testes do
planejamento fatorial (regressdo), ANOVA fator unico e teste de Tukey

conduzidos neste estudo. A versao utilizada é Microsoft 365.

2) Design-Expert 13: software comercial desenvolvido e distribuido pela
empresa Stat-Ease, o qual ajusta um modelo de regressao e oferece graficos
tridimensionais para a visualizag&do da superficie de resposta e também graficos

de contorno interativos. A versao utilizada é 13.0.4.0 64 bit.

3) GNU Octave: Octave € uma linguagem de programacao de cdodigo
aberto e um ambiente de computacdo numérica, fornecendo uma alternativa
gratuita e de codigo aberto para andlise numérica, computagao cientifica e
desenvolvimento de algoritmos. Utilizado com a fungao fabi_efeito (PEREIRA e
PEREIRA-FILHO, 2018) para gerar graficos de porcentagem de efeito e

probabilidade, utilizados neste trabalho. A versao utilizada é 9.1.0.

3.1.1.8. Amostras

Para condugado da primeira etapa do projeto, afim de se determinar o
tamanho de particula das amostras homogeneizadas, foram selecionadas
amostras de matrizes vegetais provenientes de diferentes estudos de residuos
de agrotoxicos conduzidos pela BASF no qual a etapa de homogeneizagéo foi
realizada internamente utilizando-se gelo seco para manter as amostras em
temperatura inferior a -20°C durante toda a etapa de homogeneizagao e com uso
de moinhos GM 300, Retsch®.

As amostras selecionadas para essa determinagao foram: abacate
(frutos), algodao (sementes), banana (frutos), arroz (graos), soja (sementes),
feijao (sementes), tomate (frutos), pimentdo (frutos), abacaxi (frutos), uva

(frutos), trigo (graos), citros (frutos), milho (gréos), conforme Figura 1.
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FIGURA 1 - Amostras vegetais homogeneizadas selecionadas para
determinacao do tamanho de particula

Para a condugdo dos experimentos estatisticos, que incluiram o
planejamento fatorial completo 23, ANOVA de fator unico e o teste de Tukey, foi
necessaria a realizagao de uma etapa preliminar em campo. O objetivo dessa
etapa foi obter amostras representativas dos grupos de cultivos descritos no
documento SANTE/2020/12830 Rev.02 (2023), que abrange altos teores de
acido, agua, oOleo e matrizes secas. Essas amostras continham residuos
impregnados na matriz, 0 que permitiu uma avaliagédo precisa da eficiéncia de
extracdo do método analitico ao testar diferentes combinagdes das variaveis.

Para isso, foram selecionadas trés formulagdes distintas de agrotoxicos:
SPOT® SC, IMUNIT® e BELYAN®. Aplicacbes foliares foram realizadas em
diversas amostras de campo, incluindo algodéo, citros, arroz, tomate e repolho,
seguindo as boas praticas agricolas. As informag¢des sobre o numero de
aplicagdes, doses (em mL/ha e gi.a./ha) e o periodo de caréncia (data da coleta
apos a aplicagao) estdo detalhadas nas Tabelas 3 a 7. Todos os ensaios de
campo foram conduzidos na Estagcao Experimental Agricola da BASF S.A.,

localizada no municipio de Santo Antonio de Posse/SP.
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TABELA 3 — Preparo e aplicagéo do produto formulado em algodao

, Volume s
~ Nuimero de Dose Dose Caréncia
Formulagao . ~ - de calda .
aplicagdoes (mL/ha) (gi.a./ha) (L/ha) (dias)
SPOT® SC 1 1000 Vide abaixo
IMUNIT® 1 170 Vide abaixo 200 4
BELYAN® 1 660 Vide abaixo

Dose (g i.a./ha):

Dimoxystrobina — 200; Boscalida — 200
Alfacipermetrina — 12,75; Teflubenzurom — 12,75
Mefentrifluconazole — 87,98; Piraclostrobina — 117,3; Fluxapiroxade — 58,67

TABELA 4 — Preparo e aplicagao do produto formulado em citros

Numero de Dose Dose Volume Caréncia
Formulagao ablicacées (mL/100L (g i.a./ha) de calda (dias)
plicag agua) 9! (L/ha)
SPOT® SC - - - -
Vide
IMUNIT® 1 25
abaixo 2
2000
Vide
BELYAN® 1 15 _
abaixo
Dose (g i.a./ha):
Dimoxystrobina — n&o aplicado; Boscalida — n&o aplicado
Alfacipermetrina — 37,5; Teflubenzurom — 37,5
Mefentrifluconazole — 40; Piraclostrobina — 53,34; Fluxapiroxade — 26,67
TABELA 5 — Preparo e aplicagao do produto formulado em arroz
~ Numero de Dose Dose Volume Caréncia
Formulagao . ~ . de calda .
aplicagdoes (mL/ha) (gi.a./ha) (L/ha) (dias)
SPOT® SC - - - -
IMUNIT® 1 300 Vide abaixo o 4
BELYAN® 1 350 Vide abaixo

Dose (g i.a./ha):

Dimoxystrobina — ndo aplicado; Boscalida — n&o aplicado
Alfacipermetrina — 22,5; Teflubenzurom — 22,5
Mefentrifluconazole — 46,66; Piraclostrobina — 62,23; Fluxapiroxade — 31,12
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TABELA 6 — Preparo e aplicagao do produto formulado em tomate

. Volume A
= Numero de Dose Dose Caréncia
Formulagao . ~ - de calda .
aplicagdoes (mL/ha) (gi.a./ha) (L/ha) (dias)
SPOT® SC 1 1000  Vide abaixo
IMUNIT® 1 200 Vide abaixo 400 2
BELYAN® 1 1000  Vide abaixo
Dose (g i.a./ha):
Dimoxystrobina — 200; Boscalida — 200
Alfacipermetrina — 15; Teflubenzurom — 15
Mefentrifluconazole — 133,3; Piraclostrobina — 177,8; Fluxapiroxade — 88,9
TABELA 7 — Preparo e aplicagao do produto formulado em repolho
~ Numero de Dose Dose Volume Caréncia
Formulagao . ~ - de calda .
aplicagdées (mL/ha) (gi.a./ha) (L/ha) (dias)
SPOT® SC 1 1000  Vide abaixo
IMUNIT® 1 200 Vide abaixo 400 4
BELYAN® 1 400 Vide abaixo

Dose (g i.a./ha):

Dimoxystrobina — 200; Boscalida — 200
Alfacipermetrina — 15; Teflubenzurom — 15
Mefentrifluconazole — 53,32; Piraclostrobina — 71,12; Fluxapiroxade — 35,56

Ap0s realizacao da aplicacao dos produtos formulados e posterior coleta,
as amostras foram armazenadas em embalagens plasticas (duplamente
embaladas) e congeladas imediatamente em temperatura inferior a -20 °C e
enviadas para a BASF S.A. em Guaratingueta, onde foram homogeneizadas
com gelo seco e com uso de moinhos GM 300, Retsch® para obteng&o de um po
“fino” utilizado posteriormente para andlise de residuos. As Figuras 2 a 4
apresentam respectivamente exemplos das imagens coletadas durante as
etapas de aplicagdo, coleta, beneficiamento, armazenamento e
homogeneizagdo das amostras de campo.
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FIGURA 2 - Aplicagao de produto formulado no cultivo de algodao.

FIGURA 3 - Coleta (A), Beneficiamento (B) e Armazenamento (C) das amostras
de algodao
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FIGURA 4 - Moinho de preparo (A), Adi¢cao de gelo seco para acondicionamento
da temperatura pré-homogeneizagédo (B), Adicdo da amostra no moinho (C),
Etapa de homogeneizagao com gelo seco (D) e Amostra homogeneizada em
pote de armazenamento (E). Fotos do laboratério da BASF de Guaratinguetad/SP

Uma vez que para repolho, ao realizar as analises preliminares da
amostra, ndo foram encontrados nenhum residuo para nenhum dos ativos
aplicados, optou-se por ndo seguir com os testes para esta matriz.

Acredita-se que o motivo de ndo haver sido encontrado residuos para
nenhum dos ativos contidos nas formulagdes aplicadas em campo, é devido ao
repolho possuir algumas folhas externas que lhe asseguram uma maior
protecao. Como esta folhagem externa € comumente descartada e nao utilizada
para consumo, da mesma forma procedeu-se com a retirada dessa folhagem
externa para o preparo destas amostras. Com isso acredita-se que os potenciais
residuos de agrotoxicos tenham ficado retido nestas folhas e por este motivo nao
foram detectados residuos ao se analisar as amostras provenientes das cabecas

do repolho.
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3.1.2. METODOS

3.1.2.1. Métodos Analiticos

Para a realizag&o da condugéao dos experimentos foi utilizado metodologia
interna da BASF S.A. (método original) para analises dos distintos ingredientes

ativos avaliados, conforme descrito abaixo:

3.1.2.1.1. Procedimento Analitico — Analise de BAS 500 F, BAS 505 F, BAS
510 F, BAS 700 Fe BAS 750 F

Uma amostra representativa de 5g de cada matriz é pesada em frasco de
extracdo de polipropileno de 250 mL. Sao adicionados 100 mL de solucao
Metanol/Agua/HCI 2 mol/L (70/25/5, viviv). As amostras foram extraidas usando
um Ultra-turrax a aproximadamente 5000 rpm por 2 minutos. Em seguida, o
extrato foi centrifugado por 5 minutos a aproximadamente 4000 rpm (etapa 1).
Uma aliquota de 1 mL foi transferida para um tubo de centrifuga contendo 1 mL
de solucdo de NaOH 0,2 mol/L.

Foram adicionados 5 mL de ciclo-hexano e a particdo foi feita por 30
minutos em agitador a 300 rpm. Em seguida, foi centrifugado por 2 minutos a
aproximadamente 4000 rpm. Uma aliquota de 2 mL foi retirada da fase organica
e evaporada até a secura no Turbo Vap a aproximadamente 40 °C.

O residuo obtido foi dissolvido em 1 mL de metanol/agua (50/50, v/v).
Todas as matrizes foram previamente filtradas antes da injecdo e transferidas
para um vial de inje¢do. Para amostras com concentragdes de analito acima da

curva de calibracdo, foi necessario diluir conforme apropriado.

3.1.2.1.2. Procedimento Analitico — Analise de BAS 309 |

ApoOs extragdo das amostras (etapa 1 do metodo anterior), uma aliquota
de 1 mL do extrato foi diluida 1:5 com solugdo metanol/agua (50/50, v/v). Todas
as matrizes foram previamente filtradas antes da injecéo e transferidos para um
vial de inje¢ao. Para amostras com concentragdes de analito fora do intervalo da

curva de calibracdo, foi necessario diluir conforme apropriado.
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Fortificar, quando
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A 4

Adicionar 100 mL de solucao de
extragao e extrair por 2 minutos a 5000
rpm utilizando Ultra-turrax.

v

Retirar uma aliquota e centrifugar por 5
minutos a 4000 rpm.

necessario

Analise BAS 500 F, BAS 505 F, BAS 510 F, BAS 700 F, BAS 750 F

Anélise BAS 309 I

A 4

A 4

Transferir uma aliquota de 1 mL para
tubo de centrifuga contendo 1 mL de
NaOH 2 mol/L.

Transferir uma aliquota de 1 mL e diluir
com 4 mL de solugdo metanol/agua
(50/50, viv).

A
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300 rpm.
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Centrifugar por 5 minutos a 4000 rpm.

Retirar aliquota de 2 mL e evaporar aé
secura a 40 °C.
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Filtrar. Injetar Sistema LC-MS/MS.

Filtrar. Injetar Sistema LC-MS/MS.

FIGURA 5 - Fluxograma método original — Analise de BAS 500 F, BAS 505 F,
BAS 510 F, BAS 700 F, BAS 750 F e BAS 309 |
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3.1.2.1.3. Condi¢des cromatograficas — Analise de BAS 500 F, BAS 505 F,
BAS 510 F, BAS 700 F e BAS 750 F

Para a determinacédo de BAS 500 F, BAS 505 F, BAS 510 F, BAS 700 F
e BAS 750 F a seguinte condigdo cromatografica foi utilizada.

TABELA 8 — Condi¢bes cromatograficas

Cromatografo Liquido ExionLC

Detector de massas Triple Quad 6500+

Coluna cromatografica Thermo Scientific, Betasil® C18 (100 x 2,1 mm, 5um)
Volume de injecao 20 yL

Fase movel A (FMA) 0,1% acido formico em agua

Fase movel B (FMB) 0,1% acido formico em metanol

BAS 500 F (3,1min); BAS 505 F (2,9min);
BAS 510 F (2,5 min); BAS 700 F (2,6 min);
BAS 750 F (3.1 min)

Tempo de retencéo

aproximado (minutos)

Temperatura do forno 40 °C
Modo de aquisigéo Monitoramento de multiplas reagées (MRM)
Modo de ionizag&o Modo Positivo ESI (+)

BAS 500 F: 388/194
BAS 505 F: 327/205
Transi¢des de massa BAS 510 F: 343/307
BAS 700 F: 382/362
BAS 750 F: 398/182

Gradiente (fluxo da fase movel)

Tempo (minutos) Fluxo (uL/min.) %FMA %FMB
0,00 600 66,0 34,0
2,00 600 26,0 74,0
4,00 600 10,0 90,0
6,00 600 10,0 90,0
6,10 600 66,0 34,0
9,00 600 66,0 34,0
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Para a determinagao de BAS 309 | a seguinte condi¢gdo cromatografica foi

utilizada.

TABELA 9 — Condi¢bes cromatograficas

Cromatdgrafo Liquido

ExionLC

Detector de massas

Triple Quad 6500+

Coluna cromatografica

Waters, Xselect® HSS T3 (100 x 2,1 mm, 2,5um)

Volume de injegao

20 pL

Fase movel A (FMA)
Fase movel B (FMB)

0,1% acido formico em agua

0,1% acido formico em acetonitrila

Tempo de retengao

aproximado (minutos)

BAS 309 | (3,0 min)

Temperatura do forno

30°C

Modo de aquisi¢cao

Monitoramento de multiplas reagdes (MRM)

Modo de ionizacao

Modo Negativo ESI (-)

Transi¢des de massa

BAS 309 I: 379/196

Gradiente (fluxo da fase mével)

Tempo (minutos) Fluxo (uL/min.) %FMA %FMB
0,00 500 80,0 20,0
2,00 500 20,0 80,0
5,00 500 20,0 80,0
5,01 500 80,0 20,0
6,00 500 80,0 20,0
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3.1.2.2.  Planejamento Fatorial

As amostras geradas em campo (algoddo, arroz, citros e tomate),
contendo residuos de seis ingredientes ativos aplicados, foram extraidas e
analisadas em quintuplicata utilizando os procedimentos analiticos descritos nos
itens 3.1.2.1.1 e 3.1.2.1.2 (método original). E crucial, em analises de residuos
de pesticidas, determinar a eficiéncia de extracdo do método, que avalia sua
capacidade de remover efetivamente os pesticidas da matriz, a qual pode conter
componentes complexos como gorduras, proteinas e minerais que interferem na
analise.

Durante os estudos de eficiéncia de extracdo, foram estabelecidas as
condigdes ideais (equipamentos, solventes, volume de solvente, entre outros)
para garantir a remoc¢ao da maior parte dos pesticidas disponiveis na amostra.
Esses testes geralmente sio realizados em conjunto com estudos de
metabolismo utilizando compostos radiomarcados. Para este projeto, foram
aplicadas as condigdes previamente determinadas nos estudos de eficiéncia de
extragdo, com ajustes em alguns parametros relevantes para a etapa de
extracdo. A quantidade da aliquota da amostra, o tipo de equipamento utilizado
e a propor¢ao de massa de amostra/volume de solvente foram ajustados para
avaliar o impacto desses fatores nas respostas dos resultados durante a
extracdo do método analitico.

Um planejamento fatorial completo 23 = 8 experimentos foi utilizado para
realizar essa avaliacdo do impacto das variaveis na resposta. As variaveis

independentes testadas nos dois niveis estdo descritos na Tabela 10.

TABELA 10 — Niveis maximo e minimo das variaveis

Nivel
Variaveis

Baixo Alto
Amostragem (massa de amostra) 0,20 ¢ 250¢g
Equipamento de extragao Ultra-turrax Agitador
Propor¢cdo massa/volume 1:8 1:20

No caso dos equipamentos, foram utilizados os dispersores Ultra-Turrax®
HS 501 Digital para os testes com maior volume de extragéo (utilizados para a
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massa de 2,50 g de amostra) e Ultra-Turrax® Tube Drive para os testes com
menor volume de extragdo (utilizados para a massa de 0,20 g de amostra).
Ambos os sistemas utilizam o mesmo principio rotor-estator. Devido a alta
velocidade circunferencial, a amostra a ser processada € aspirada axialmente
para a cabeca de dispersao e depois forgcado radialmente através das ranhuras
na disposigao rotor-estator. A alta velocidade e a minima folga entre o rotor e o
estator produz forgas de cisalhamento extremamente potentes que resultam em
melhor disperséao.

Em relagdo aos equipamentos de agitacao foram utilizados os agitadores
VX-2500 multi tube vortexer para os testes com maior volume de extracao
(utilizados para a massa de 2,50 g de amostra) e o Hamilton Microlab STAR
Liquid handling System para os testes com menor volume de extragéo (utilizados
para a massa de 0,20 g de amostra).

Com relagcdo a proporgcao de solventes utilizada, considera-se uma
proporgcao de 1:20, isto é, para cada 1g de amostra, sdo extraidos 20 mL de
solvente de extragédo. Essa proporgao foi comumente utilizada nos estudos de
eficiéncia de extracdo para os analitos avaliados neste projeto. No entanto,
também foi testado o nivel baixo, utilizando uma propor¢ao de 1:8, permitindo
avaliar o impacto que o uso reduzido de solvente pode ter na remocao dos
pesticidas da matriz e, consequentemente, no resultado final.

A variavel dependente é o residuo de cada ingrediente ativo expresso em
miligrama de ingrediente ativo por quilograma de amostra (mg/kg) obtido através
de cada uma destas extracbes, os quais foram normalizados em termos de
rendimento da extragdo obtida em cada teste (% de recuperagdo) com a média
de residuo encontrados quando empregado a metodologia original. Foram
realizados 8 ensaios em quintuplicata de preparacao, que correspondem a todas
as combinagdes possiveis para os trés niveis. A Tabela 11 mostra o
planejamento fatorial realizada. Além disso, os resultados de residuo
encontrados para cada experimento foram normalizados com os dados obtidos

através das analises utilizando-se do método original.



TABELA 11 — Matriz de experimentos para avaliacdo das variaveis

. Proporgéo .
Ensaio Massa (Q) Equipamento
(massa/volume)

N

2,50 1:20 Ultra-turrax

o

2,50 1:8 Ultra-turrax

(o]

2,50 1:20 Agitador

[e¢]

2,50 1:8 Agitador
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41.

AVALIAGAO DO TAMANHO DE PARTICULA DAS AMOSTRAS

O procedimento utilizado para a determinagdo do tamanho de particula nas

amostras de matriz vegetal, apds a etapa de homogeneizagdo com gelo seco,

foi realizado conforme descrito a seguir:

1.

Inicialmente, foram pesados 2 g da amostra em duplicata utilizando uma
balanca semi-analitica.

Em seguida, o peso da amostra foi ajustado para 50 g com a adigéo de
agua, visando obter uma suspensao adequada e facilitar a dispersdo dos
residuos.

A amostra foi agitada em uma placa de agitagdo com uma barra
magnética, garantindo a dispersao uniforme das particulas.

Apos a agitagdo, uma aliquota da amostra foi retirada e inserida no
equipamento Mastersizer 2000, que € um instrumento de analise de
tamanho de particula que utiliza técnicas de difracao a laser para medir o
tamanho das particulas.

O equipamento realizou a leitura do tamanho de particula da amostra,
fornecendo informagdes sobre a distribuicdo do tamanho das particulas

presentes.

Esse procedimento foi realizado em duplicata para verificar a precisdo dos

resultados e garantir a consisténcia dos dados obtidos. Um detalhamento visual

das etapas realizadas esta ilustrado na Figura 6.

Para a condugao deste teste, foram avaliados o tamanho de particula de 13

matrizes vegetais distintas. Os resultados referentes ao tamanho médio das

particulas e ao D(0.5), que representa o tamanho de particula correspondente a

50% da distribuicdo acumulada, estdo descritos na Tabela 12.



2g amostra

Resultados

Preparo em
duplicata

Dispersédo das
particulas

Aliquota para o
instrumento

FIGURA 6 - Procedimento para determinacao do tamanho de particula

TABELA 12 — Distribuicdo do tamanho de particula das amostras

Tamanho médio

Mediana (D0.5)
50% do tamanho

Amostra Parte da matriz  da particula (um) de particula <
P9l (um)
Uva Fruto 347 211
Trigo Grao 265 116
Citros Fruto 285 189
Milho Grao 318 136
Abacate Fruto 446 353
Arroz Grao 257 214
Tomate Fruto 377 304
Pimentao Fruto 423 342
Abacaxi Fruto 448 377
Soja Semente 199 146
Feijao Semente 221 124
Banana Fruto 398 358
Algodéao Semente 517 478
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FIGURA 7 - Avaliacdo da distribuicao do tamanho de particula de sementes de
algodao ap6s homogeneizagao com gelo seco
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FIGURA 8 - Avaliagao da distribuigdo do tamanho de particula de graos de arroz
ap6s homogeneizagao com gelo seco

O valor de D[4,3], conhecido como média de De Brouckert, representa a
média do didmetro das particulas ponderada pelo volume. Esse parametro
considera a distribuicdo de tamanhos das particulas e a quantidade de volume
que cada tamanho ocupa. O calculo de D[4,3] é realizado por meio de uma média
ponderada dos didmetros das particulas, onde a ponderacéo é feita com base
no volume que elas ocupam (HEALY, 2010).

Ja o valor de DO0.5, por outro lado, € o didametro mediano das particulas.

Também conhecido como mediana, € o valor abaixo do qual 50% da distribuigédo
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cumulativa de particulas esta contida. Isso significa que metade das particulas
sao menores que o valor D0.5 e metade s&o maiores.

YUAN et al. (2023a) avaliaram influéncia do tamanho de particula de
diversos cereais apdés homogeneizagcdo (arroz, trigo, cevada e aveia) na
eficiéncia de extracédo de distintos compostos e concluiram que para todos os
pesticidas, as médias de rendimento em arroz e cevada melhoraram quando o
tamanho de particula foi reduzido de <10 para >60 mesh, e em particulas de 40-
60 mesh para trigo e aveia. No geral, os rendimentos de extragdo de pesticidas
obtidos foram 6timos ao utilizar particulas de cereais de 40-60 mesh ou >60
mesh (p < 0,05). No entanto, devido a dificuldade de gerar particulas de 60 mesh,
rendimentos satisfatéorios de extracido de pesticidas também foram obtidos
simplesmente usando particulas de cereal de 40 mesh (~425 ym).

Em um outro estudo, YUAN et al. (2023b) avaliaram a influéncia do
tamanho de particula de amostras de soja apdés homogeneizagao na eficiéncia
de extragao e concluiram que para amostras com tamanho de particula superior
a 20 mesh (~850 um), as diferengcas na eficiéncia de extragcdo foram
insignificantes enquanto que para todos os pesticidas alvo investigados, a maior
eficiéncia de extragao foi alcancada quando o tamanho de particula estava entre
40 e 60 mesh.

HERRMANN et al. (2017) investigaram a influéncia de diversos tamanhos
de particulas (200, 1000, 3000 e 5000 ym) em cereais e concluiram que
tamanhos médios de particula menores aumentam a eficiéncia de extragao em
até 31% com todos os outros fatores de extragdo mantidos constantes.

De acordo com os resultados descritos na Tabela 12, observa-se que o
tamanho médio das particulas no geral variou entre ~70 mesh (199 um) para
semente de soja até ~35 mesh (517 um) para semente de algodéao utilizando-se
as técnicas de homogeneizacéo rotineiras empregadas no laboratério, atingindo-
se tamanhos de particulas consideradas suficientemente pequenas para
obtencao de resultados de analises satisfatorias conforme dados disponiveis na
literatura (YUAN et al. 2023b, HERRMANN et al. 2017).
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4.2. RESULTADOS EMPREGANDO O PLANEJAMENTO FATORIAL

A aplicagédo de planejamento fatorial na etapa de extragdo dos métodos
analiticos de pesticidas em alimentos, baseia-se principalmente, no estudo
prévio das principais variaveis que podem influenciar na determinacdo de
residuos de pesticidas (mg/kg) nas matrizes avaliadas nesta dissertagao.

Na otimizacdo das condi¢cdes ideais de extracdo, é pratica comum,
inicialmente, fixar uma ou mais variaveis durante a etapa de extragao, variando
apenas uma variavel por vez. Esse procedimento, embora simplificado, pode
levar a resultados e interpretagdes incompletas, uma vez que n&o explora os
efeitos de interagcdo entre as variaveis. Essa abordagem pode limitar a
compreensao abrangente do sistema, dificultando a identificagdo das condi¢des
que realmente maximizam a eficiéncia da extragao.

Assim, a selecdo das melhores condigdes experimentais pode ser
otimizada por meio de um planejamento fatorial, que visa reduzir o numero de
experimentos necessarios para o estudo. Esse método também permite a
avaliagao das interagdes secundarias e terciarias nos resultados experimentais.
Neste projeto, foram analisados os impactos do equipamento, do peso da
amostra e da propor¢cao massa/volume na etapa de extracdo das amostras.

Inicialmente foi realizado um planejamento fatorial completo em dois
niveis para trés varidveis experimentais (23) com 5 réplicas para cada
experimento, e as variaveis selecionadas em seus niveis, superior (+1) e inferior
(-1).

Na execucdo do planejamento fatorial € importante ressaltar que os
experimentos foram executados em ordem aleatéria, para evitar a ocorréncia de
erros sistematicos. Os resultados foram obtidos em residuos (mg/kg) para os
ingredientes ativos de BAS 750 F, BAS 500 F, BAS 700 F, BAS 510 F,
BAS 505 F e BAS 309 | em matrizes de algodao, arroz, tomate e citros,
apresentados nas Tabelas 13 a 16 bem como representagdo grafica

apresentadas nas Figuras 9 a 12.
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TABELA 13 — Matriz do planejamento fatorial em dois niveis (23) para cultivo de TOMATE — % de recuperagao e desvio padrio

_ Massa Proporgéo . BAS750F BASS500F BAS700F BASS505F BASS510F BAS309I
Ensaio Equipamento
()  (massa/volume) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
-1 -1 +1
1 90 +5,6 89+8,9 94+55 94 +6,5 89+34 96 +9,9
(0,20) (1:20) (Ultra-turrax)
+1 -1 +1
2 96 + 13 99 +10 100 £ 8,9 100 £ 9,6 97 £4)9 110+44
(2,50) (1:20) (Ultra-turrax)
-1 +1 +1
3 97 + 17 90+ 18 99 + 12 103 + 14 95+ 14 110 £ 17
(0,20) (1:8) (Ultra-turrax)
+1 +1 +1
4 100 £ 4.8 97 £5,9 100 £ 4,2 100 £3,5 95 15,2 105+94
(2,50) (1:8) (Ultra-turrax)
- + -
5 1 1 1 105+54 109 £ 3,9 104 £ 2,1 118 £ 5,1 100£2,3 118 £ 8,0
(0,20) (1:20) (Agitador)
+1 +1 -1
6 97 £ 3,7 105+£5,8 94 +238 108 £5,9 9174 111 +£8,9
(2,50) (1:20) (Agitador)
7 ! ! ! 90+45  93%5.3 92+34  107+46 90+34  95+77
(0,20) (1:8) (Agitador)
+ - -
8 1 1 1 95+54 101+£5,3 94 £4,0 105+6,4 93+5,5 101 +£8,0
(2,50) (1:8) (Agitador)

Os valores entre paréntess representam os valores reais de cada variavel

Os valores de recuperagéo (%) se referem as médias de residuos das replicatas (n=5) normalizadas com base nos resultados experimentais ao conduzir as analises utilizando-se o método original

de cada ingrediente ativo.
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TABELA 14 — Matriz do planejamento fatorial em dois niveis (23) para cultivo de ARROZ — % de recuperacgéo e desvio padrédo

_ Massa Proporgéo . BAS750F BASS500F BAS700F BASS505F BASS510F BAS309I
Ensaio Equipamento
()  (massa/volume) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 ! ) + 95+54  91+58  97+7.8 n.d n.d 93+7,6
(0,20) (1:20) (Ultra-turrax)
+1 -1 +1
2 88 +5,1 84 +£45 9151 n.d n.d 85 6,1
(2,50) (1:20) (Ultra-turrax)
-1 +1 +1
3 102 +1,3 84+20 108 + 3,5 n.d n.d 99+54
(0,20) (1:8) (Ultra-turrax)
+1 +1 +1
4 90 + 31 90+ 21 94 +84 n.d n.d 91+25
(2,50) (1:8) (Ultra-turrax)
-1 +1 -1
5 93+1,5 92+9.3 101+£5,0 n.d n.d 8027
(0,20) (1:20) (Agitador)
+1 +1 -1
6 92 +8,9 82+8,9 96 £ 8,7 n.d n.d 85+27
(2,50) (1:20) (Agitador)
-1 -1 -1
7 87 +9,2 91+5,8 100 +£6,9 n.d n.d 80+9,6
(0,20) (1:8) (Agitador)
+1 -1 -1
8 8921 82+2,3 94+1,8 n.d n.d 81+3,6
(2,50) (1:8) (Agitador)

Os valores entre paréntess representam os valores reais de cada variavel
n.d. = residuos do ingrediente ativo ndo encontrados para matriz de arroz.
Os valores de recuperagéo (%) se referem as médias de residuos das replicatas (n=5) normalizadas com base nos resultados experimentais ao conduzir as analises utilizando-se o método original

de cada ingrediente ativo.
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TABELA 15 — Matriz do planejamento fatorial em dois niveis (23) para cultivo de CITROS — % de recuperagao e desvio padrio

_ Massa Proporgéo . BAS750F BASS500F BAS700F BASS505F BASS510F BAS309I
Ensaio Equipamento
(9) (massa/volume) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 . . + 113+19 116 11 107 + 11 n.d n.d 112+9,3
(0,20) (1:20) (Ultra-turrax)
+1 -1 +1
2 104 £ 8,6 100£6,8 105+ 3,8 n.d n.d 102 £ 5,7
(2,50) (1:20) (Ultra-turrax)
-1 +1 +1
3 97 + 11 117 £9,5 94+7,6 n.d n.d 92 +14
(0,20) (1:8) (Ultra-turrax)
+1 +1 +1
4 78 £9,0 88+4,2 86 +4,9 n.d n.d 82+34
(2,50) (1:8) (Ultra-turrax)
-1 +1 -1
5 99 + 14 96 + 9,1 104 £ 14 n.d n.d 118 £ 19
(0,20) (1:20) (Agitador)
+1 +1 -1
6 90+2,8 81+3,2 91+2,0 n.d n.d 102 £ 3,6
(2,50) (1:20) (Agitador)
7 . . - 118 £12 127 +13 117 £ 8,6 n.d n.d 134 + 8,1
(0,20) (1:8) (Agitador)
+1 -1 -1
8 86 £ 9,5 86 +6,6 87 +2,8 n.d n.d 93+7,6
(2,50) (1:8) (Agitador)

Os valores entre parénteses representam os valores reais de cada variavel

n.d. = residuos do ingrediente ativo ndo encontrados para matriz de citros.

Os valores de recuperagéo (%) se referem as médias de residuos das replicatas (n=5) normalizadas com base nos resultados experimentais ao conduzir as analises utilizando-se o método original

de cada ingrediente ativo.
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TABELA 16 — Matriz do planejamento fatorial em dois niveis (2°) para cultivo de ALGODAO — % de recuperacéo e desvio padréo

_ Massa Proporgéo . BAS750F BASS500F BAS700F BASS505F BASS510F BAS309I
Ensaio Equipamento
()  (massa/volume) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
- - +
1 1 L L 99 + 3,2 114 + 8,1 101 £12 109+ 5,6 112 £ 11 n.d
(0,20) (1:20) (Ultra-turrax)
+1 -1 +1
2 8914 103 £ 3,2 100 £ 4,1 111275 109+7,6 n.d
(2,50) (1:20) (Ultra-turrax)
-1 +1 +1
3 87 +5,8 87+48 90+5,3 108 £ 3,0 95+ 3,2 n.d
(0,20) (1:8) (Ultra-turrax)
+1 +1 +1
4 88 +13 84 + 11 94 +5,2 112+7,6 102 £ 8,6 n.d
(2,50) (1:8) (Ultra-turrax)
- + -
5 1 1 1 84+54 82+12 90+4,7 82+7,1 99 +6,3 n.d
(0,20) (1:20) (Agitador)
+1 +1 -1
6 61+ 20 49 £ 22 70 £ 15 60 + 15 74 £ 14 n.d
(2,50) (1:20) (Agitador)
7 ! ! ! 80 + 5,1 68 + 6,9 94 + 4.1 95+42  97+55 n.d
(0,20) (1:8) (Agitador)
+1 -1 -1
8 71+ 11 59+6,0 77 +£3,5 74 +34 85+6,2 n.d
(2,50) (1:8) (Agitador)

Os valores entre parénteses representam os valores reais de cada variavel

n.d. = residuos do ingrediente ativo ndo encontrados para matriz de algodéo.

Os valores de recuperagéo (%) se referem as médias de residuos das replicatas (n=5) normalizadas com base nos resultados experimentais ao conduzir as analises utilizando-se o método original

de cada ingrediente ativo.
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FIGURA 9 - Porcentagem de extragdo de tomate para os diferentes ensaios

avaliados no planejamento fatorial 23
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FIGURA 10 - Porcentagem de extragao de arroz para os diferentes ensaios

avaliados no planejamento fatorial 23
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FIGURA 11 - Porcentagem de extragdo de citros para os diferentes ensaios

avaliados no

planejamento fatorial 23
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As analises dos resultados obtidos para a verificagdo das condicdes de
extracdo que determinam a maxima eficiéncia de extragao do método analitico
foi realizado através de métodos estatisticos, utilizando-se o programa
computacional “Design Expert® — versdo 13” desenvolvido pela Stat-Ease®, Inc,
de acordo com o planejamento fatorial completo 23, bem como com o suporte e
utilizacdo do software “Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO — versao 2308
64-bit” da Microsoft com o objetivo de avaliar a influéncia de cada um dos fatores
isoladamente bem como das interacdes entre os fatores em suas taxas de
recuperacdo. Os testes foram realizados de forma aleat6ria, para se garantir a
distribuicao equanime de todos os fatores n&do considerados.

Apd6s uma primeira analise visual inicial dos resultados das Tabelas 13 a
16, é possivel observar que, de maneira geral, para cada matriz e ingrediente
ativo avaliado, a maior eficiéncia do método em termos de recuperacdes foi
alcangada nos seguintes ensaios: ensaio 5 (0,20g de amostra, proporgao 1:20,
agitador) para tomate, ensaio 3 (0,20g de amostra, proporgao 1:20, ultra-turrax)
e ensaio 5 para arroz, ensaio 1 (0,20g de amostra, proporgao 1:8, ultra-turrax) e
ensaio 7 (0,20g de amostra, proporgéo 1:8, agitador) para citros, e ensaio 1 para
algodao.

Em todas as matrizes, os ensaios que apresentaram as maiores
recuperacgdes normalizadas em relagdo ao método original utilizaram uma massa
de 0,20 g de amostra. No entanto, os resultados variaram em funcdo da
proporcao de solvente e do equipamento utilizado, indicando a influéncia dessas
variaveis na eficiéncia do método.

De maneira geral, todos os ensaios realizados para todas as combinagdes
de ingrediente ativo e matriz apresentaram recuperagdes entre 80% e 120%,
com excegao dos experimentos 6 a 8 para algodao, que apresentaram algumas
recuperacdes abaixo da faixa de recuperacdo de 70%. E importante destacar
que essas variacdes, dentro das faixas de trabalho estudadas, podem néo ter
um impacto significativo nos resultados, tendo em vista as faixas de
aceitabilidade estabelecidas pelas normativas internacionais para analises de
residuos de pesticidas. Tais normativas permitem uma variagao aceitavel de até
30% em relacéo ao valor nominal (SANTE, 2022).

Nas Tabelas 17 a 21 estdo resumidamente as taxas medias de
recuperacédo de cada um dos ingredientes ativos para cada matriz, o efeito de
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cada fator, suas interacdes e estimativas do erro experimental. As estimativas

dos erros correspondem a influéncias significativas, ao nivel de 95% de

probabilidade.

TABELA 17 — Porcentagens de recuperagcao média, efeitos de cada fator

e interacdes entre os fatores (+ estimativa do erro experimental) de extracao de

cada um dos ingredientes ativos, obtidos nos experimentos do planejamento

fatorial para amostra de TOMATE

BAS750 F BAS500F BAS700F BAS505F BAS510F BAS 309 |
Recuperagdo média 96,43+ 1,4 97,75+14 97,23+1,0 1046+14 093,73+10 1057 %1,6
(A) Massa 1,75+2,8 543:+28 -021+21 -250+28 065220 195232
(B) Proporc&o 1,93+28 510+28 1,86+21 128+28 095420 6,25%3,2
(C) Equipamento 125+28 -850+2,8* 234+21 -102+28* 02520 -0,95%32
(A) e (B) 238+28 -243+28 -186+21 063+28 -125+20 205232
(A) e (C) 285+28 318+28 341+21 340+28 3,85+20 2,05+32
(B) e (C) -6,93+2,8* -490+28 -426+21 -538+28 -325+20 -10,5% 3,2
(A) e (B) e (C) 308+28 383+28 -426+21 428:+28 4,95%20* 7,75%32*

* Efeito estatisticamente significativo ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t.

TABELA 18 — Porcentagens de recuperagdo meédia, efeitos de cada fator e

interagdes entre os fatores (+ estimativa do erro experimental) de extragao de

cada um dos ingredientes ativos, obtidos nos experimentos do planejamento

fatorial para amostra de ARROZ

BAS750 F BAS500F BAS700F BAS505F BAS510F BAS309|

Recuperagdo média 92,00+ 0,8 86,85+0,8 97,55+ 1,0 n.d n.d 86,73 £ 0,8
(A) Massa -4,80 +1,5* -540%1,6* -7,80 2,0 n.d n.d 2,95+ 1,6
(B) Proporgao 0,20+15 040%16 -2,60%2,0 n.d n.d 1,55+ 1,6
(C) Equipamento 38015 030+16 0,10+2,0 n.d n.d 10,8 + 1,6*
(A) e (B) 06015 -3,70%1,6° 1,90+2,0 n.d n.d 1,05+ 1,6

(A) e (C) 4,80 1,5 4,40 +1,6* -2,40+2,0 n.d n.d -5,05 * 1,6*
(B) e (C) -4,20%+1,5* -020+16 -4,40% 2,0 n.d n.d -3,65 * 1,6*
(A) e (B) e (C) 20015 -3,10+16 1,30£2,0 n.d n.d -0,85+ 1,6

* Efeito estatisticamente significativo ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t.
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TABELA 19 — Porcentagens de recuperagdo meédia, efeitos de cada fator e

interagcdes entre os fatores (x estimativa do erro experimental) de extragao de

cada um dos ingredientes ativos, obtidos nos experimentos do planejamento

fatorial para amostra de CITROS

BAS750 F BAS500F BAS700F BAS505F BAS510F BAS309 I

Recuperagdo média 98,15+ 1,9 101,4+1,5 9898+ 1,3 n.d n.d 1044+ 1,8
(A) Massa 17,3+3,8* -249+3,0° -132%26* n.d n.d -19,2 + 3,6
(B) Proporgao 6,60+3,8 -6,45+3,0* 5,65¢% 2,6 n.d n.d 8,50 * 3,6*
(C) Equipamento 0,30+38 7,75%3,0* -1,85%26 n.d n.d 14,5 + 3,6*
(A) e (B) 8,00+38* 955%3,0* 565¢%26" n.d n.d 6,30 + 3,6

(A) e (C) 330+38 275+3,0 8,55%26* n.d n.d 9,50 + 3,6*
(B) e (C) 14,4+3,8* 11,5%3,0 10,0 2,6* n.d n.d 11,6 * 3,6*
(A) e (B) e (C) 30038 -3,05+30 -275%26 n.d n.d -6,20 + 3,6

* Efeito estatisticamente significativo ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t.

TABELA 20 — Porcentagens de recuperacao média, efeitos de cada fator e

interagcdes entre os fatores (x estimativa do erro experimental) de extragao de

cada um dos ingredientes ativos, obtidos nos experimentos do planejamento
fatorial para amostra de ALGODAO

BAS750F BASS500F BAS700F BAS505F BAS510F BAS309I
Recuperacdo média 82,35+1,3 81,00+1,1 8965+1,1 93,88+1,0 96,53+1,3 n.d
(A) Massa -10,9+2,6* -13,2+2,2* -8,60+2,2* -915*2,0* -8,25%*2,6* n.d
(B) Proporgao 1,556+26 11,4%*22* 150+22 -6,65%+2,00 3,35+26 n.d
(C) Equipamento 16,7+2,6* 329+22* 139+22* 32,3+2,0* 159+26* n.d
(A) e (B) -6,05+2,6* -8,60+22* -200+22 -0,75+2,0 -5,75%*2,6* n.d
(A)e (C) 535+26 7,90+22* 10,0%+22* 12,5+2,0* 10,2+ 2,6* n.d
(B) e (C) 445+26 10,3+2,2* 6,90+22* 6,15+2,0¢ 8,25%*2,6* n.d
(A)e (B) e (C) 1,06+26 330+x22 -020+x22 -0,15+2,0 0,35+2,6 n.d

* Efeito estatisticamente significativo ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste t.

Graficos de Pareto, mostrando a contribuicéo relacionada e independente

das variaveis para cada ingrediente ativo presente em cada uma das amostras
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durante a etapa de extragdo do método foram gerados e avaliados, conforme

mostrado abaixo na Figura 13 a Figura 16.
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FIGURA 13 - Projecdes de Pareto para as variaveis do planejamento fatorial 23
para cultivo de TOMATE onde, A: BAS 750 F; B: BAS 500 F; C: BAS 700 F;
D: BAS 505 F; E: BAS 510 F; F: BAS 309 | e, barras laranja: efeito positivo;
barras azul: efeito negativo.
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FIGURA 14 - Projecdes de Pareto para as variaveis do planej:mento fatorial 23
para cultivo de ARROZ onde, A: BAS 750 F; B: BAS 500 F; C: BAS 700 F;

D: BAS 309 | e, barras laranja: efeito positivo; barras azul: efeito negativo.
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para cultivo de CITROS onde, A: BAS 750 F; B: BAS 500 F; C: BAS 700 F;
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57

7 7
A % Pareto Chart B Pareto Chart
%
&
"
-

tValue of [Effect]

t-Value of [Effect|

I T
C y 4 Pareto Chart D y fy Pareto Chart
_ -/@ 2 —]
|
. -
i H - o »
| . P
i 7
2 | | | | E—
I

E ,‘f Pareto Chart
| g
£ 4

Rank

FIGURA 16 - Projegbes de Pareto para as variaveis do planejamento fatorial 23
para cultivo de ALGODAO onde, A: BAS 750 F; B: BAS 500 F; C: BAS 700 F;
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Os resultados da Tabela 17 e Figura 13 para matriz de tomate permitem
observar que, nos niveis avaliados, uma das variaveis isoladas afeta de forma
estatisticamente significante os resultados obtidos pela extragdo dos compostos.
A mudanga do equipamento Ultra-turrax para a agitagdo simples, aumentou o
rendimento de extragdo em 10% para a dimoxistrobina (BAS 505 F) e em 8,5%
para piraclostrobina (BAS 500 F), enquanto para demais compostos avaliados
praticamente ndo houve uma variagao significativa para os resultados. Também
foi observado um efeito negativo significante para a interagdo entre fatores de
segunda ordem BC (proporcéo e equipamento), indicando que ha um aumento
de rendimento quando estes fatores se encontram em niveis opostos, na ordem
de 10% para o teflubenzuron (BAS 309 I) e de 7% para o mefentrifluconazole
(BAS 750 F) , aléem de alguns efeitos significativos porém de menor impacto no
rendimento para interacao de terceira ordem ABC.

A massa de amostra e a propor¢cdo massa/volume apresentaram aumento
no rendimento entre 0,2% e 6,2% a depender da condigédo avaliada porém sem
apresentar nenhum efeito estatisticamente significante para matriz de tomate. A
recuperacdo media dos experimentos variou entre 93,7% para boscalida (BAS
510 F) e 105% para teflubenzuron (BAS 309 [), enquanto que individualmente
para cada experimento as recuperagdes variaram entre 89% e 118% quando
normalizados com os resultados médios obtidos da extragcdo ao utilizar
metodologia original, dentro da faixa de recuperagdo aceitavel de 70-120%
conforme descritos nos guidelines nacionais da RDC n°4 (ANVISA, 2012) e
internacionais da SANTE/2020/12830 (SANTE, 2023).

Os resultados da Tabela 18 e Figura 14 para matriz de arroz permitem
observar que, nos niveis avaliados, duas das variaveis isoladas afetam de forma
estatisticamente significante os resultados obtidos pela extragdo dos compostos.
A mudanca de equipamento alterando a agitagdo simples pelo uso do Ultra-
turrax, aumentou o rendimento de extracdo em 11% para o teflubenzuron e em
3,8% para o mefentrifluconazole, enquanto o uso de massa de amostra menor
(0,2g) proporcionou um aumento na taxa de rendimento de extragdo quando
comparado com a maior massa de amostra (2,5g) para os ingredientes ativos
mefentrifluconazole, piraclostrobina e fluxapiroxade na ordem de 4,8%, 5,4% e

7,8%, respectivamente.
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Também foi observado alguns efeitos significativos para as interagdes de
segunda ordem AB, AC e BC, bem como de terceira ordem ABC, porém com
uma taxa de variagdo do rendimento entre 3,6% e 5,1%. A recuperagao média
dos experimentos variou entre 86,7% para teflubenzuron e 97,5% para
fluxapiroxade, enquanto que individualmente para cada experimento, as
recuperagbes variaram entre 80% e 108% quando normalizados com os
resultados médios obtidos da extragao ao utilizar metodologia original, dentro da
faixa de recuperacao aceitavel de 70-120%.

Os resultados apresentados na Tabela 19 e na Figura 15 para a matriz de
citros revelaram que, nos niveis avaliados, as trés variaveis isoladas tém um
impacto estatisticamente significativo nos resultados da extracdo dos
compostos. O uso de uma massa de amostra menor (0,2 g) resultou em um
aumento na taxa de rendimento de extragdo em comparagao a maior massa de
amostra (2,5 g) para todos os ingredientes ativos analisados, que incluem
mefentrifluconazole, piraclostrobina, fluxapiroxade e teflubenzuron, com
aumentos de 17%, 25%, 13% e 19%, respectivamente.

Além disso, a mudanga de equipamento da agitagdo simples para o uso
do Ultra-turrax proporcionou um aumento de 7,8% na taxa de rendimento de
extragdo para a piraclostrobina, enquanto a agitagdo simples resultou em um
aumento de 15% no rendimento de extracdo para o teflubenzuron em
comparagao ao uso do Ultra-turrax.

Quanto a proporgao massa/volume, nao foi identificado um padréo claro
de impacto. Para alguns compostos, o aumento da proporgao para 1:20 resultou
em um incremento de rendimento de até 8,5%, enquanto, no caso da
piraclostrobina, a reducéo da propor¢ao aumentou a taxa de rendimento em até
6,5%.

Também foi observado alguns efeitos significativos para as interagdes de
segunda ordem AB, AC e BC com uma taxa de variagao do rendimento entre
5,6% e 14%. A recuperacdo média dos experimentos variou entre 98,2% para
mefentrifluconazole e 104% para teflubenzuron, enquanto que individualmente
para cada experimento, as recuperagdes variaram entre 78% e 134% quando
normalizados com os resultados médios obtidos da extracdo ao utilizar
metodologia original, dentro da faixa de recuperacé&o aceitavel de 70-120%, com
excegao do experimento 7 (0,20g com propor¢cado de 1:8 e uso de agitagéo
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simples) no qual apresentou algumas recuperagdes acima de 120% no caso de
piraclostrobina (127%) e teflubenzuron (134%).

Por fim, para os resultados da Tabela 20 e Figura 16 para matriz de
algodéo, foi possivel observar que, nos niveis avaliados, tal como em arroz, as
trés variaveis isoladas afetam de forma estatisticamente significante os
resultados obtidos pela extracdo dos compostos.

O uso de uma massa de amostra menor (0,2 g) novamente resultou em
um aumento na taxa de rendimento de extracdo em comparagcido com a maior
massa de amostra (2,5 g) para todos os ingredientes ativos avaliados. Os
aumentos observados foram de 11% para mefentrifluconazole, 13% para
piraclostrobina, 8,6% para fluxapiroxade, 9,2% para dimoxistrobina e 8,3% para
boscalida. Além disso, a alteragdo na proporcdo de massa/solvente também
influenciou o rendimento de extragdo, com um aumento de 6,6% para a
dimoxistrobina ao reduzir a propor¢ao para 1:8, e um incremento de 11% para a
piraclostrobina ao manter uma propor¢céo maior de 1:20.

No entanto, no caso do algodao, o impacto mais significativo entre as
variaveis estudadas foi o tipo de equipamento utilizado. O uso do Ultra-turrax em
comparagao a agitagao simples resultou em um aumento da taxa de rendimento
variando de 14% para fluxapiroxade até 33% para boscalida.

Foram observados efeitos significativos nas interagdes de segunda ordem
AB, AC e BC, resultando em uma taxa de variacdo de rendimento entre 5,8% e
10%. A recuperagdo média dos experimentos variou de 81,0% para a
piraclostrobina a 96,5% para a boscalida.

Quando analisadas individualmente, as recuperacbes em cada
experimento oscilaram entre 49% e 114%, apds normalizagdo com os resultados
médios obtidos pela metodologia original. Esses valores se encontram dentro da
faixa de recuperagao aceitavel de 70-120%. No entanto, excegbes foram
observadas nos experimentos 6 (2,5g com proporcéo de 1:8 e agitagao simples)
e 8 (2,59 com proporgcédo de 1:20 e agitagdo simples), que apresentaram as
menores recuperagoes, abaixo de 70%. Isso foi especialmente notavel para os
compostos mefentrifluconazole, piraclostrobina e dimoxistrobina.

De forma geral, foi observado que a variavel da proporgdo massa/volume
apresentou um efeito menos significativo em relagdo as demais variaveis

estudadas. Isso pode ser atribuido ao fato de que as proporgdes testadas de 1:8
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e 1:20 sdo volumes suficientemente altos para garantir uma extragado adequada
dos ingredientes ativos presentes nas matrizes avaliadas.

E importante ressaltar que, em diferentes métodos de extracdo de
pesticidas, como o método QUEChERS (ANASTASIADES et al., 2003), € comum
utilizar uma proporgéao de 1:1 de massa de amostra para volume de solvente de
extracdo. Essa proporcao € amplamente adotada devido a sua eficacia na
extracdo dos ingredientes ativos dos pesticidas em diversas matrizes.

Assim, os resultados obtidos neste estudo indicam que, para as matrizes
vegetais avaliadas, as propor¢des de 1:8 e 1:20 ja s&o suficientemente altas para
garantir uma extragao completa dos ingredientes ativos dos pesticidas. Portanto,
a variagao da proporgdao massa/volume ndo teve um impacto significativo na
maioria dos resultados estudados.

Em relacdo a massa de amostra avaliada neste projeto, foi observado que
0 uso da menor massa de amostra (0,20g) teve um impacto positivo na taxa de
rendimento em comparagao com o uso de uma maior massa de 2,5g, em todos
os experimentos nos quais foi observado um efeito significativo para a variavel
da massa.

Além disso, a precisao de cada experimento foi avaliada por meio do
calculo do desvio padrao relativo ou coeficiente de variagao (CV) a partir de cinco
repeticoes de cada experimento, sob condi¢cdes de repetibilidade.

A reprodutibilidade é o grau de concordéancia entre os resultados das
medi¢cdes de uma mesma amostra, efetuadas sob condigdes variadas (mudanca
de operador, local, equipamentos, etc) (INMETRO, 2000). A reprodutibilidade
refere-se aos estudos de colaboracgao entre laboratérios e deve ser considerada
em situagdes como padronizagdo de procedimentos analiticos, sendo
ferramenta indispensavel para avaliacdo de reprodutibilidade e exatiddo dos
métodos.

A documentacdo que apdia os estudos de precisdo, quanto a
reprodutibilidade, devem incluir estimativa do desvio padréo absoluto, estimativa
do desvio padrao relativo e intervalo de confianca. HORWITZ et al. (1980)
estabeleceram uma relacdo matematica para expressar a dependéncia entre
valores de desvio padrao relativo e concentracao da substancia, pelo exame de

resultados cumulativos de estudos colaborativos envolvendo grande quantidade



62

de compostos de interesse, matrizes e técnicas, sendo esta relagao introduzida

pela Trombeta de Horwitz.
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FIGURA 17 - Trombeta de Horwitz

As porcentagens de recuperacgao obtidas e os coeficientes de variagao
estdo apresentados nas Tabelas 13 a 16, e uma representagdo grafica dos
diferentes experimentos para cada matriz pode ser encontrada nas Figuras 18 a
21.

Em geral, a maioria dos coeficientes de variagao obtidos foi menor que os
valores aceitaveis para amostras complexas, os quais podem ser de até 20%
conforme descritos nas diretrizes nacionais da RDC n°4 (ANVISA, 2012) e
internacionais da SANTE/2020/12830 (SANTE, 2023) e em conformidade com
os valores descritos para a trombeta de Horwitz no nivel de concentragéo
avaliado. A excecgao foi observada no ensaio 6 (2,5g, proporgéo 1:20 e agitagao)
para piraclostrobina em algodao, que apresentou um desvio padrao de 22%.

Nos experimentos realizados com uma massa de amostra miniaturizada
de 0,20 g, os coeficientes de variagdo observados foram entre 2,1% e 18% para
o tomate, 1,3% e 9,6% para o arroz, 7,6% e 19% para os citros, € 3,0% e 12%
para o algodao. Embora se pudesse esperar um desvio padrao maior ao utilizar
uma massa de amostra menor, devido a potencial heterogeneidade na

distribuicdo do ingrediente ativo apdés a homogeneizagao, os experimentos que



63

determinaram o tamanho de particulas das amostras mostraram que estas ja
apresentavam uma granulometria reduzida.

Esse fator ndo impactou negativamente no desvio padrdo dos
experimentos, evidenciando a viabilidade da reducdo da massa de amostra na
condugao do meétodo analitico. Assim, os resultados obtidos apoiam a utilizagdo
de amostras menores sem comprometer a precisao dos dados.

Esses resultados demonstram a viabilidade de reduzir a massa de
amostra, o que pode trazer beneficios significativos em termos de economia de
reagentes e tempo de analise, sem comprometer a precisdo dos resultados
obtidos nas matrizes vegetais avaliadas. Em um dos projetos internos da BASF,
onde foi implementada a miniaturizagdo do método analitico juntamente com a
automatizacdo da metodologia por meio do Liquid Handling System (Hamilton
Microlab STAR), observamos uma economia de aproximadamente 90% tanto na
utilizagcao de reagentes organicos na etapa de extracdo quanto na mao de obra
dos analistas durante as etapas de extracao e purificacdo das amostras.

Ao analisar o uso dos diferentes equipamentos para a etapa de extragao,
nao é possivel observar uma tendéncia para um unico padrao de equipamento.
Em relagdo a matriz de tomate, o uso do agitador demonstrou ter um efeito
positivo significativo em alguns dos ingredientes ativos. Por outro lado, para a
matriz de algodao, o uso do ultra-turrax teve um efeito significativo na melhoria
do rendimento das recuperagdes para todos os ativos avaliados.

No entanto, para as demais matrizes, como arroz e citros, observou-se
um efeito menos significativo do equipamento em comparagdo com as outras
matrizes. Nesses casos, ndo apenas a matriz, mas também o ingrediente ativo,
influenciou o impacto do efeito do equipamento na taxa de rendimento.

Essas observacées indicam que a escolha do equipamento adequado
para a etapa de extragdo pode variar dependendo da matriz e do ingrediente

ativo em questao.
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FIGURA 18 - Desvio padrao das replicatas de extracdo de tomate para os

diferentes ensaios avaliados no planejamento fatorial 23
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4.3. AVALIAGAO DA EFICIENCIA DE EXTRACAO

Utilizando-se os dados obtidos do planejamento fatorial realizado para
investigacado do efeito das variaveis na etapa de extragdo, prosseguiu-se com
uma avaliagao estatistica por meio da analise de variancia (One-Way ANOVA).
O objetivo foi realizar uma comparacgéo entre os diferentes métodos avaliados
no planejamento fatorial completo, a fim de determinar se eles resultaram em
resultados de residuos (mg/kg) estatisticamente iguais entre si para cada um dos
ingredientes ativos avaliados nas distintas matrizes estudadas.

Nos casos em que foram observados uma diferenca estatistica
significativa entre os métodos, foi realizado um teste de comparagdes multiplas
de Tukey-Kramer. O propdsito desse teste foi realizar uma comparagao entre o
método original e os diferentes experimentos realizados, com o intuito de
complementar a analise de variancia e entender as diferencas estatisticas entre
a metodologia original e os diferentes ensaios realizados com as varia¢des das
variaveis investigadas.

A aplicacdo dessas analises estatisticas foi de suma importancia para
validar e fundamentar os resultados obtidos, permitindo uma analise mais
robusta e confiavel das diferentes metodologias de extracdo de pesticidas em
matrizes vegetais. Ao realizar estas comparagdes estatisticas entre os métodos,
foi possivel identificar quais abordagens apresentaram melhor desempenho em
termos de recuperacéo de residuos extraidos das amostras vegetais, além de
estabelecer critérios para a selecdo do método mais adequado para analises
futuras e avaliar a viabilidade de implementacdo de automacdo do método
analitico miniaturizado.

Portanto, a aplicagdo da andlise de variancia e do teste de Tukey
complementa o estudo, fornecendo informacdes valiosas sobre as diferencas
estatisticas entre os métodos avaliados e contribuindo para aprimorar o

conhecimento sobre a eficiéncia da extragao de pesticidas em matrizes vegetais.



TABELA 21 — ANOVA fator unico para TOMATE calculado através do Excel
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FONTE DE . ~
COMPOSTO VARIACAO sSQ GL MQ F VALOR-p F CRITICO CONCLUSAO
Entre grupos 0,00369 8 0,00046 1,42749 0,22198 2,234562 NZo ha
BAS 750 F Dentro dos 0,01067 33 0,00032 diferenga entre
grupos grupos
Total 0,01436 41
Entre grupos 0,01377 8 0,00172 3,06461 0,01078 2,234562
Dentro dos Ha diferenca
BAS 500 F arupos 001853 33  0,00056 entre grupos
Total 0,03229 41
Entre grupos 0,001114 8 0,000139 1,662122 0,145225 2,234562 N0 ha
BAS 700 F Dentro dos 0,002766 33  8,38E-05 diferenca entre
grupos grupos
Total 0,00388 41
Entre grupos 0,023063 8 0,002883 3,194822 0,008522 2,234562
Dentro dos Ha diferenca
BAS 505 F arupos 0,029778 33  0,000902 entre grupos
Total 0,052841 41
Entre grupos 0,007862 8 0,000983 2,226302 0,050779 2,234562 NZo ha
BAS 510 F Dentro dos 0,014568 33 0,000441 diferenga entre
grupos grupos
Total 0,02243 41
Entre grupos 0,000154 8 1,92E-05 3,004756 0,010923 2,208518
Dentro dos Ha diferenca
BAS 3091 arupos 000023 36  6,40E-06 entre grupos
Total 0,000384 44

TABELA 22 — ANOVA fator unico para ARROZ calculado através do Excel

COMPOSTO nglTA%Rg sQ GL  MQ F VALOR-p  FCRITICO CONCLUSAO
Entre grupos 0,128905 8  0,016113 5715694  0,000113 2,216675
Dentro dos Ha diferenca
BAS 750 F arupos 0,098669 35 0,002819 entre grupos
Total 0,227574 43
Entre grupos 0,186582 8  0,023323  7,489375  7,80E-06 2,2085181
Dentro dos Ha diferenca
BAS 500 F arupos 0,112108 36  0,003114 entre grupos
Total 029869 44
Entre grupos 0,040116 8  0,005014  3,728217  0,002879 2,2085181
Dentro dos Ha diferenca
BAS 700 F arUpoS 004842 36  0,001345 entre grupos
Total 0,088536 44
Entre grupos 0110549 8  0,013819  11,63515  8,78E-08 2,22533997
Dentro dos Ha diferenca
BAS 309 | pliiche 004038 34  0,001188 entre grupos
Total 0,150929 42




TABELA 23 — ANOVA fator unico para CITROS calculado atraves do Excel
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COMPOSTO \';SIQ'ITA%RS sQ GL  MQ F VALOR-p  FCRITICO CONCLUSAO
Entre grupos 0,00338054 8 0,0004226 5,9582658 7,09E-05 2,2085181
Dentro dos Ha diferenca
BAS 750 F arupos 0,00255316 36 7,09E-05 entre grupos
Total 0,0059337 44
Entre grupos 0,015196 8 0,0019 14,20703 4,46E-09 2,2085181
Dentro dos Ha diferenca
BAS 500 F ST 0,004813 36 0,000134 entre grupos
Total 0,020009 44
Entre grupos 0,000545 8 6,81E-05 8,612819 1,79E-06 2,2085181
Dentro dos Ha diferenca
BAS 700 F grupos 0,000285 36 7,91 E-06 entre grupos
Total 0,00083 44
Entre grupos 0,005199 8 0,00065 10,45366 1,99E-07 2,2085181
Dentro dos Ha diferenca
BAS 309 | arupos 0,002238 36  6,22E-05 entre grupos
Total 0,007436 44

TABELA 24 — ANOVA fator Unico para ALGODAO calculado através do Excel

COMPOSTO \';SIQ'ITA%RS sa 6L M F VALOR-p  F CRITICO CONCLUSAO
Entre grupos 0,000180 8 2,25E-05 10,85687 1,96E-07 2,22534
Dentro dos Ha diferenca
BAS 750 F grupos 0,000071 34 2,07E-06 entre grupos
Total 0,000251 42
Entre grupos 0,000245 8 3,06E-05 46,98404 3,72E-16 2,22534
Dentro dos Ha diferenca
BAS 500 F arupos 0,000022 34  6,51E-07 entre grupos
Total 0,000267 42
Entre grupos 0,000037 8 4,66E-06 12,61861 3,35E-08 2,22534
Dentro dos Ha diferenca
BAS 700 F ArUpoS 0,000013 34  3,69E-07 entre grupos
Total 0,000050 42
Entre grupos 0,001520 8 0,00019 44,08967 9,85E-16 2,22534
Dentro dos Ha diferenga
BAS 505 F grupos 0,000146 34 4,31 E-06 entre grupos
Total 0,001667 42
Entre grupos 0,000902 8 0,000113 10,93021 1,81E-07 2,22534
Dentro dos Ha diferenca
BAS 510 F grupos 0,000351 34 1,03E'05 entre grupos
Total 0,001253 42
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4.4. TESTE DE TUKEY

Uma analise de varidncia (ANOVA) rejeita ou n&o a hipétese de igualdade de
médias populacionais de diversos grupos, mas nao determina quais grupos tém
meédias estatisticamente diferentes. Desta forma, o teste proposto por TUKEY,
1953, conhecido como teste de Tukey da diferenga honestamente significativa
(honestly significant difference — HSD), tem como objetivo realizar comparagdes

de médias duas a duas. Com isso, esse procedimento testa as hipéteses

{ Hy @ = pu;

Hy gy # g

para todas as combinacgdes de i e j, com i # j. Assim, ao avaliar k médias de
tratamentos, podem ser feitas k(k — 1)/2 comparagdes de médias.

A precisdo do teste depende da satisfacdo de certas suposicoes
fundamentais. Essas suposicdes incluem a normalidade e independéncia das
observagbes, bem como a igualdade dos tamanhos das amostras e a
homogeneidade das variancias. Quando todas essas condigdes sdo atendidas,
o nivel de significancia escolhido (@) € adequadamente refletido no resultado do
teste. No entanto, se alguma dessas suposi¢cdes nao for satisfeita, &€ necessario
exercer cautela na interpretagcédo dos resultados obtidos (ZORZATTO, 1985).

O Teste de Tukey consiste em comparar todos os possiveis pares de
meédias e se baseia na diferenga minima significativa (DMS), considerando os
percentis do grupo. No calculo da DMS utiliza-se também a distribuicdo da
amplitude estudentizada, o quadrado médio dos residuos da ANOVA e o
tamanho amostral dos grupos. Assim, ao avaliar k amostras, todas com tamanho
r, definindo Yi como a média aritmética da amostra i, supde-se que as variaveis
aleatorias Y1, Y2, ..., Yks@o independentes e normalmente distribuidas com uma
média geral u e variancia o?/r.

Ao definir Q como a amplitude desse conjunto de k variaveis,
) = max(Y;) — min(Y;)

tem-se que a distribuicido da amplitude estudentizada é obtida por
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Q
ikv) = =
em que ¢  é estimador do desvio padrao (o), determinado com v graus de
liberdade; de modo que Q e ¢” devem ser independentemente distribuidas.
Dessa forma, o contraste entre duas médias de tratamentos Yie Y ,
pode ser testado utilizando a DMS, definida como:

DMS = qia k)| 5Var (Vi = ¥)) (2.4.1)
em que q(a, k, v) € o quantil da distribuicdo da amplitude estudentizada cuja area
a sua direita é a, sendo esse ultimo o nivel de significancia estabelecido para o
teste. O teste de Tukey declara que duas médias, ui e yj sao significativamente
diferentes se a estimativa do valor absoluto de suas diferengas amostrais, isto €,
lyi — yj |, ultrapassar o valor da DMS. Caso contrario, ndo se rejeita a hipétese
de igualdade entre as médias avaliadas.

No caso de dados balanceados, ou seja, todos os tratamentos com o
mesmo numero r de repeticdbes e homogeneidade de varidncia, a equagao
(2.4.1) pode ser simplificada por

[{QOM Res
DMS = g 07| 2

r

em que QMRes representa o estimador da variancia dado pelo quadrado médio
do residuo.

Entretanto, quando o tamanho das amostras sdo diferentes, ou seja,
utiliza-se dados nao balanceados, o teste de Tukey ainda pode ser utilizado
porém sofre uma modificacdo, passando a ser denominado como teste de
Tukey-Kramer. Este teste deixa de ser exato e leva em consideragdo em sua
metodologia o tamanho amostral de cada grupo, porém segue considerado
minimamente conservativo, uma vez que o nivel de significancia conjunto, &
muitas vezes, menor que o valor « fixado.

De acordo com o teste de Tukey-Kramer, duas médias ui e yj , serao
consideradas significativamente diferentes se o valor absoluto de suas

diferengas amostrais ultrapassar o valor da DMS
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[OM Res
DMS = Qi ke, v) \(,"I M fies (i + L)

2 ri Ty
de modo que ri e rj representam, respectivamente, o numero de repeticoes
referente as amostras que receberam os tratamentos i e j.
Por fim, é possivel, realizar comparagdes a partir da construgdo de

intervalos de confianga para a diferenga de duas médias, cujos limites sdo dados
por

I1C(p; — py) = (s — ;) £ DMS

Através desses intervalos de confianca, as duas médias comparadas nao
serdo consideradas diferentes se o intervalo criado contiver o valor zero
(NOGUEIRA, 2017).
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Comparagao Nimero de Diferenga  Valor
Composto . . g o Resultado
(Experimentos) repeticoes de médias critico
Original e Ensaio 1 5eb 0,029 0,0316  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 5eb 0,009 0,0316  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 3 5e5 0,032 0,0316 Ha diferenca
Original e Ensaio 4 5e5 0,004 0,0316  Nao ha diferenca
BAS 500 F
Original e Ensaio 5 5e5 0,025 0,0316  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 6 5e4 0,014 0,0356 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 7 5e4 0,020 0,0356  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e4 0,003 0,0356  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 1 5eb 0,012 0,0401  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 5e5 0,001 0,0401 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 3 5e5 0,020 0,0401 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 4 5e5 0,001 0,0401 Nao ha diferenca
BAS 505 F
Original e Ensaio 5 5e5 0,064 0,0401 Ha diferenga
Original e Ensaio 6 5e4 0,029 0,0451  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 7 5e4 0,027 0,0451  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e4 0,019 0,0451  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 1 5e5 0,0026 0,0034 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 5e5 0,0012 0,0034 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 3 5e5 0,0010 0,0034 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 4 5e5 0,0026 0,0034 Nao ha diferenca
BAS 309 |
Original e Ensaio 5 5e5 0,0045 0,0034 Ha diferenca
Original e Ensaio 6 5e5 0,0029 0,0034 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 7 5eb 0,0012 0,0034 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e5 0,0002 0,0034  Nao ha diferenca

Amplitude total estudentizada (q) = 4,72, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Comparacao Nimero de Diferenga Valor
Composto - . g o Resultado
(Experimentos) repeticoes de médias critico
Original e Ensaio 1 5eb 0,023 0,0709  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 5e5 0,105 0,0709 Ha diferenca
Original e Ensaio 3 5e5 0,049 0,0709 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 5e5 0,127 0,0709 Ha diferenga
BAS 750 F
Original e Ensaio 5 5e5 0,077 0,0709 Ha diferenga
Original e Ensaio 6 5e5 0,091 0,0709 Ha diferenga
Original e Ensaio 7 5e5 0,138 0,0709 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e5 0,121 0,0709 Ha diferenca
Original e Ensaio 1 5e5 0,177 0,0745 Ha diferenca
Original e Ensaio 2 5e5 0,114 0,0745 Ha diferenga
Original e Ensaio 3 5e5 0,102 0,0745 Ha diferenga
Original e Ensaio 4 5e5 0,185 0,0745 Ha diferenga
BAS 500 F
Original e Ensaio 5 5e5 0,088 0,0745 Ha diferenca
Original e Ensaio 6 5e5 0,204 0,0745 Ha diferenca
Original e Ensaio 7 5e5 0,099 0,0745 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e5 0,207 0,0745 Ha diferenca
Original e Ensaio 1 5e5 0,050 0,0490 Ha diferenga
Original e Ensaio 2 5e5 0,035 0,0490 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 3 5e5 0,016 0,0490 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 5e5 0,058 0,0490 Ha diferenca
BAS 700 F
Original e Ensaio 5 5e5 0,006 0,0490 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 6 5e5 0,026 0,0490 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 7 5eb 0,002 0,0490 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e5 0,040 0,0490 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 1 3eb 0,0086 0,0613 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 3eb 0,0663 0,0613 Ha diferenga
Original e Ensaio 3 3eb 0,0480 0,0613 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 3eb 0,1041 0,0613 Ha diferenca
BAS 309 |
Original e Ensaio 5 3eb 0,1418 0,0613 Ha diferenca
Original e Ensaio 6 3eb 0,111 0,0613 Ha diferenca
Original e Ensaio 7 3eb 0,1405 0,0613 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 3eb 0,1393 0,0613 Ha diferenga

Amplitude total estudentizada (q) = 4,72, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Comparacao Nimero de Diferenga Valor
Composto - . g o Resultado
(Experimentos) repeticoes de médias critico
Original e Ensaio 1 5eb 0,0022 0,0112  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 5e5 0,0161 0,0112 Ha diferenca
Original e Ensaio 3 5e5 0,0093 0,0112 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 5e5 0,0031 0,0112 Nao ha diferencga
BAS 750 F
Original e Ensaio 5 5e5 0,0005 0,0112 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 6 5e5 0,0076 0,0112 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 7 5e5 0,0131 0,0112 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e5 0,0099 0,0112  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 1 5e5 0,0212 0,0154 Ha diferenca
Original e Ensaio 2 5e5 0,0147 0,0154 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 3 5e5 0,0199 0,0154 Ha diferenga
Original e Ensaio 4 5e5 0,0000 0,0154 Nao ha diferencga
BAS 500 F
Original e Ensaio 5 5e5 0,0051 0,0154 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 6 5e5 0,0239 0,0154 Ha diferenca
Original e Ensaio 7 5e5 0,0334 0,0154 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e5 0,0170 0,0154 Ha diferenca
Original e Ensaio 1 5e5 0,0021 0,0038 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 2 5e5 0,0049 0,0038 Ha diferenga
Original e Ensaio 3 5e5 0,0025 0,0038 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 5e5 0,0019 0,0038 Nao ha diferencga
BAS 700 F
Original e Ensaio 5 5e5 0,0015 0,0038 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 6 5e5 0,0032 0,0038 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 7 5e5 0,0061 0,0038 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e5 0,0047 0,0038 Ha diferenca
Original e Ensaio 1 5e5 0,0059 0,0105 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 5e5 0,0129 0,0105 Ha diferenga
Original e Ensaio 3 5e5 0,0090 0,0105 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 5eb 0,0017 0,0105 Nao ha diferenca
BAS 309 | - ! .
Original e Ensaio 5 5e5 0,0133 0,0105 Ha diferenca
Original e Ensaio 6 5e5 0,0014 0,0105 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 7 5e5 0,0250 0,0105 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 5e5 0,0053 0,0105 Nao ha diferenca

Amplitude total estudentizada (q) = 4,72, ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 28 — Resultados para teste de Tukey-Kramer em ALGODAO

Composto Comparacao Nimero de Diferenga Valor Resultado
P (Experimentos) repeticoes de médias critico

Original e Ensaio 1 3eb 0,0028 0,0026  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 3eb 0,0026 0,0026 Ha diferenca
Original e Ensaio 3 3eb 0,0004 0,0026 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 3eb 0,0024 0,0026 Nao ha diferencga

BAS 750 F
Original e Ensaio 5 3eb5 0,0033 0,0026 Ha diferenca
Original e Ensaio 6 3eb 0,0073 0,0026 Ha diferenga
Original e Ensaio 7 3eb 0,0040 0,0026 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 3eb 0,0055 0,0026 Ha diferenca
Original e Ensaio 1 3eb 0,0019 0,0014 Ha diferenca
Original e Ensaio 2 3eb 0,0024 0,0014 Ha diferenga
Original e Ensaio 3 3eb5 0,0014 0,0014 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 3eb 0,0001 0,0014 Nao ha diferencga

BAS 500 F
Original e Ensaio 5 3eb 0,0026 0,0014 Ha diferenca
Original e Ensaio 6 3eb 0,0063 0,0014 Ha diferenca
Original e Ensaio 7 3eb 0,0041 0,0014 Ha diferenca
Original e Ensaio 8 3eb 0,0051 0,0014 Ha diferenca
Original e Ensaio 1 3eb 0,0009 0,0306 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 2 3eb 0,0005 0,0306 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 3 3eb 0,0000 0,0306 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 3eb 0,0000 0,0306 Nao ha diferencga

BAS 700 F
Original e Ensaio 5 3eb 0,0009 0,0306  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 6 3eb 0,0028 0,0306 Ha diferenca
Original e Ensaio 7 3eb 0,0006 0,0306  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 8 3eb 0,0021 0,0306 Ha diferenca
Original e Ensaio 1 3eb 0,0028 0,0037 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 3eb 0,0041 0,0037 Ha diferenga
Original e Ensaio 3 3eb 0,0029 0,0037 Nao ha diferencga
Original e Ensaio 4 3eb 0,0037 0,0037 Ha diferenca

BAS 505 F -
Original e Ensaio 5 3eb 0,0061 0,0037 Ha diferenca
Original e Ensaio 6 3eb 0,0013 0,0037 Ha diferenca
Original e Ensaio 7 3eb 0,0020 0,0037  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 8 3eb 0,0086 0,0037 Ha diferenga
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Comparacao

Numero de

Diferenca

Valor

Composto . . o 1 - Resultado
(Experimentos) repeticoes de médias critico
Original e Ensaio 1 3eb 0,0023 0,0057 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 2 3eb 0,0006 0,0057  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 3 3eb 0,0046 0,0057  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 4 3eb 0,0032 0,0057  Nao ha diferenca
BAS 510 F
Original e Ensaio 5 3eb 0,0008 0,0057  Nao ha diferenca
Original e Ensaio 6 3eb 0,0110 0,0057 Ha diferenca
Original e Ensaio 7 3eb 0,0014 0,0057 Nao ha diferenca
Original e Ensaio 8 3eb 0,0065 0,0057 Ha diferenca

Amplitude total estudentizada (q) = 4,72, ao nivel de 5% de probabilidade.

A avaliacdo comparativa dos resultados foi realizada por meio de uma
analise de variancia de fator unico (ANOVA) seguida de um teste de Tukey nos
casos em que foi observada variancia estatistica entre os métodos.

Os resultados obtidos para tomate na Tabela 21 indicaram a auséncia de
diferencas estatisticamente significativas entre os experimentos de extragéo
avaliados para os ingredientes ativos mefentrifluconazole (BAS 750 F),
fluxapiroxade (BAS 700 F) e boscalida (BAS 510 F). No entanto, observou-se
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos para os ingredientes
ativos piraclostrobina (BAS 500 F), dimoxistrobina (BAS 505 F) e teflubenzuron
(BAS 309 I).

Devido a limitacao do teste ANOVA de fator unico em identificar quais
grupos apresentam diferengas significativas de variancia, foi empregado o teste
de Tukey-Kramer para avaliar quais experimentos, realizados no contexto do
planejamento fatorial, apresentaram resultados estatisticamente distintos em
comparagao com os dados obtidos de residuos utilizando o método original de
extragdo. Essa andlise é apresentada na Tabela 25.

Os resultados revelaram que, no caso do ingrediente ativo piraclostrobina,
apenas o experimento 3 (com massa de amostra de 0,20g, utilizando proporgéo
1:20 e extragdo com ultra-turrax) apresentou diferengcas estatisticamente
distintas em relagédo ao método original, sendo que a diferenga percentual entre
o resultado encontrado de residuo para o método original e o experimento 3 foi

de -11%. Por outro lado, para os ingredientes ativos dimoxistrobina e
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teflubenzuron, o unico ensaio que demonstrou diferenga estatistica em
comparagao ao método original foi o experimento 5 (com massa de amostra de
0,20g, utilizando proporcédo 1:20 e extragdo com agitador) com diferenca
percentual de 18% para ambos os ativos.

No caso do cultivo de arroz, os resultados obtidos na Tabela 22 revelaram
que, no caso da matriz de arroz, foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos para todos os ingredientes ativos avaliados.
Através do uso do Teste de Tukey-Kramer, detalhado na Tabela 26, constatou-
se que a maioria dos experimentos apresentou diferenca estatisticamente
significativa em comparagcdo com o método original, com excegdo do
fluxapiroxade, no qual apenas os experimentos 1 e 4 apresentaram diferencas
significativas.

Ao avaliar a diferenga percentual estatistica entre 0 método original e cada
um dos experimentos realizados no planejamento fatorial, observou-se uma
variagdo nos resultados de -12% a 2% para o ingrediente ativo
mefentrifluconazole. Ja para o ingrediente ativo piraclostrobina, a variagao ficou
entre -18% e -8%. Para o fluxapiroxade, a variacao foi de -9% a 8%. E, por fim,
para o teflubenzuron, a variagao foi de -20% a -1%.

Para as matrizes de citros e algodao, os resultados obtidos nas Tabelas
22 e 23, respectivamente, indicam que foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para todos os ingredientes ativos
avaliados, de forma semelhante ao que foi observado anteriormente para a
matriz de arroz.

No caso dos citros, ao realizar o teste de Tukey, conforme Tabela 27,
verificou-se que, para o mefentrifluconazole, os experimentos 2 e 7
apresentaram diferencas estatisticamente distintas em relacdo ao método
original. A diferenga percentual entre os resultados de residuos obtidos pelo
método original e esses experimentos foi de -22% e 18%, respectivamente. Para
a piraclostrobina, foram observadas diferencas estatisticas nos experimentos 1,
3, 6, 7 e 8, com variagdes percentuais entre -19% e 27%. Em relacdo ao
fluxapyroxade, foram encontradas diferencas estatisticas nos resultados dos
experimentos 2, 7 e 8, com variagbes percentuais entre -14% e 17%. Por fim,
para o teflubenzuron, foram observadas diferengas nos experimentos 2, 5 e 7,
com variagao percentual entre -18% e 34%.
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No caso do algodao, ao realizar o teste de Tukey-Kramer, conforme dados
descritos na Tabela 28, a maior parte dos experimentos apresentou diferencas
significativas nos resultados em comparagdo ao método original para a
piraclostrobina, dimoxistrobina e mefentrifluconazole, com variagdes percentuais
entre -51% e -13% para a piraclostrobina, entre -40% e 12% para a
dimoxistrobina e entre -39% e -13% para o mefentrifluconazole. Para o
fluxapyroxade e boscalida, apenas os experimentos 6 e 8 apresentaram
variagdes estatisticamente significativas em comparagdo ao método original,
com diferencas percentuais entre -30% e -23% e -26% e -15%, respectivamente.

E importante ressaltar que, no caso do algod&o, tanto a piraclostrobina
quanto o fluxapyroxade apresentaram resultados de residuos iguais ou inferiores
ao limite de quantificagcdo de 0,01 mg/kg do método analitico, limitando a
confiabilidade da variacdo desses resultados.

4.5. DIFERENGA PERCENTUAL

A analise de defensivos agricolas em matrizes complexas, como tecido
vegetal, tal como realizado nesta dissertacdo, apresenta desafios adicionais
devido a presenca de outros compostos e componentes que podem interferir nos
resultados analiticos. Essa complexidade pode levar a uma maior variabilidade
nos resultados tanto intra quanto inter ensaios, quando comparados a
compostos com concentragbes mais altas ou em amostras puras. Portanto, é
importante considerar essa variabilidade ao interpretar os resultados, e com isso
a diferenca estatistica por si s6 ndo deve ser considerada como um critério
absoluto para a selecdo ou rejeicdo de um método analitico alternativo. E
necessario levar em consideragao o contexto do estudo, a finalidade da analise
e as diretrizes aplicaveis a area de pesquisa.

A variabilidade dos resultados em matrizes complexas pode ser atribuida
a diversos fatores, como a heterogeneidade da amostra, a presenca de
interferentes inerentes da amostra de interesse, tais como lipidios, proteinas,
carboidratos, entre outros, a influéncia de diferentes componentes da matriz e a

complexidade dos processos de extracdo e analise. Esses fatores podem
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contribuir para uma maior dispersao dos resultados e para diferencas estatisticas
entre os métodos avaliados.

O guia técnico na avaliagcdo de eficiéncia de extragdao de métodos
analiticos de residuos da comissdo europeia SANTE/2017/10632 rev.05
(SANTE, 2023) descreve que a etapa de extragao é a parte crucial dos métodos
analiticos e tem grande influéncia na correta quantificagdo de residuos de
pesticidas, sendo que rendimento da extragcao pode ser afetado por diversos
fatores, como tempo de extragdo, temperatura de extracdo, agitagédo, bem como
o tipo de solvente de extragao.

Conforme descrito no documento SANTE/2017/10632 (SANTE, 2023), a
validagdo cruzada envolve a comparacdo das quantidades de residuos
relevantes extraidos de amostras com os residuos incorporados, utilizando o
sistema de solvente do método a ser testado e aplicando as mesmas condi¢coes
utilizadas durante os estudos de metabolismo (neste projeto, referindo-se ao
método original). Para que a eficiéncia de extracdo seja considerada
suficientemente comprovada, a quantidade de residuos encontrada deve diferir
em no maximo 30% (para residuos > 0,01 mg/kg) em comparagdo com 0s
resultados obtidos usando o solvente no estudo de metabolismo (método
original).

Isso significa que € possivel realizar uma comparagao da eficiéncia de
extracido entre dois métodos, desde que a diferenga na quantidade de residuos
extraidos entre o método desejado e o método original (utilizado no estudo de
metabolismo) ndo exceda 30%. Essa comparagao é feita utilizando os solventes
correspondentes a cada método e considerando as mesmas condi¢coes
experimentais aplicadas durante os estudos de metabolismo. A validagéo
cruzada permite avaliar se o método desejado é capaz de extrair quantidades
relevantes de residuos de forma comparavel ao método original, garantindo
assim a eficiéncia de extracdo adequada.

No caso desta dissertacdo, foram mantidos os mesmos solventes em
todas as metodologias testadas, variando-se fatores como equipamento
utilizado, massa de amostras e proporcdo massa amostra/solvente de extracao.
Ao comparar a diferenga percentual de cada experimento em relagdo ao método
original, observa-se que na maioria dos casos a diferenga absoluta de residuos
entre os métodos foi inferior a 30%, conforme detalhado nas tabelas 29 a 33.
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TABELA 29 — Diferenga percentual da metodologia original em relagdo aos

diferentes experimentos para amostra de tomate

* Nao houve diferenca estatistica entre ensaio e método original.

Para a matriz de tomate, constata-se que em apenas trés situagdes houve

Experimento BAS750F BAS500F BAS700F BAS505F BAS510F BAS 309

Ensaio 1 * * * * *
Ensaio 2 * * * * *
Ensaio 3 * -11% * * *
Ensaio 4 * * * * *
Ensaio 5 * * * 18% *
Ensaio 6 * * * * *
Ensaio 7 * * * * *
Ensaio 8 * * * * *

*

uma diferenga estatisticamente significativa entre o método original e os
diferentes experimentos avaliados. No ensaio 5 (massa 0,20g, proporgao 1:20,
agitador), tanto para o dimoxistrobina quanto para o teflubenzuron, os resultados
de residuos encontrados foram 18% maiores em comparacdo ao metodo
original. No entanto, em todos os casos, a variacao foi inferior a 30%,
demonstrando que todas as metodologias avaliadas sao compativeis com o

método original e podem ser consideradas como substitutas viaveis.
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Experimento BAS750F BAS500F BAS700F BAS505F BAS510F BAS309I
Ensaio 1 * -9% 8% n.d n.d *
Ensaio 2 -10% -16% * n.d n.d -9%
Ensaio 3 * -16% * n.d n.d *
Ensaio 4 -12% -10% -9% n.d n.d -15%
Ensaio 5 -7% -8% * n.d n.d -20%
Ensaio 6 -8% -18% * n.d n.d -15%
Ensaio 7 -13% -9% * n.d n.d -20%
Ensaio 8 -11% -18% * n.d n.d -19%

* N&o houve diferenca estatistica entre ensaio e método original.

n.d. — ndo determinado (BAS 505 F e BAS 510 nao foram avaliado para matriz de arroz).

Para a matriz de arroz, € observado que, na maioria dos ensaios e
ingredientes ativos avaliados, ocorreu uma diferenga estatistica entre o método
original e os diferentes ensaios avaliados. No entanto, é importante ressaltar que
a diferenga percentual entre esses métodos ficou abaixo de 20% em todas as
situagdes analisadas. Esses valores estao dentro dos limites estabelecidos pela
Comissao Europeia e estdo de acordo com os dados detalhados na Trompeta
de Horwitz.

Esses resultados demonstram mais uma vez que todas as metodologias
avaliadas sdo compativeis com o método original e podem ser consideradas
como substitutas viaveis. Apesar das diferencas estatisticas observadas, a
magnitude dessas diferencgas € aceitavel e nao compromete a confiabilidade e a
comparabilidade dos resultados. Essa consisténcia indica que as metodologias
alternativas sao capazes de fornecer resultados semelhantes ao método original,

garantindo assim a validade e a aplicabilidade dos resultados obtidos.



82

TABELA 31 — Diferenga percentual da metodologia original em relagdo aos

diferentes experimentos para amostra de citrus

Experimento BAS750F BAS500F BAS700F BAS505F BAS510F BAS309I
Ensaio 1 * 17% * n.d n.d *
Ensaio 2 -22% * -14% n.d n.d -18%
Ensaio 3 * 16% * n.d n.d *
Ensaio 4 * * * n.d n.d *
Ensaio 5 * * * n.d n.d 18%
Ensaio 6 * -19% * n.d n.d *
Ensaio 7 18% 27% 17% n.d n.d 34%
Ensaio 8 * -14% -13% n.d n.d *

* N&o houve diferenca estatistica entre ensaio e método original.

n.d. — ndo determinado (BAS 505 F e BAS 510 nao foram avaliado para matriz de citrus).

No caso dos citros, € observada uma certa similaridade entre os ensaios

e analitos que apresentaram diferengas estatisticamente significativas em

relacdo ao método original e aqueles que nao apresentaram. Além disso, &

possivel notar que todos os valores, mesmo quando estatisticamente diferentes

em relagdo ao método original, apresentam uma variagao inferior a 30%. Vale

ressaltar que ha uma unica excegao no ensaio 7 (massa 0,20g, proporgao 1:8,

agitador), em que o resultado de residuo foi 34% superior em relagédo ao

encontrado no método original.

Esses resultados demonstram que, apesar das diferengas estatisticas, a

variagdo percentual entre os métodos é geralmente baixa e estd dentro dos

limites estabelecidos pela Comisséo Europeia e outros critérios de aceitacao.
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TABELA 32 — Diferenga percentual da metodologia original em relagdo aos

diferentes experimentos para amostra de algodao

Experimento BAS750F BAS500F BAS700F BAS505F BAS510F BAS309I
Ensaio 1 * -13% * * * n.d
Ensaio 2 -13% -17% * 12% * n.d
Ensaio 3 * * * * * n.d
Ensaio 4 * * * -11% * n.d
Ensaio 5 -17% -19% * -19% * n.d
Ensaio 6 -39% -51% -30% -40% -26% n.d
Ensaio 7 -21% -32% * * * n.d
Ensaio 8 -29% -41% -23% -26% -15% n.d

* Nao houve diferenga estatistica entre ensaio e método original.

n.d. — ndo determinado (BAS 309 | nao foi avaliado para matriz de algod&o).

Ao avaliar a matriz de sementes de algodao, observa-se que, na maioria
dos ensaios e ingredientes ativos avaliados, ocorreu uma diferenga estatistica
entre o método original e os diferentes ensaios avaliados.

No entanto, € importante destacar que, no caso da piraclostrobina
(BAS 500 F), apesar da diferenca de residuos em varios dos experimentos ter
sido superior a 30% em relagdo ao método original, € necessario levar em
consideragao que o residuo encontrado para esse ativo no algodao estava muito
proximo ao limite de quantificagdo de 0,01 mg/kg do método analitico. Isso
naturalmente aumenta a incerteza dos resultados e pode influenciar nas
diferengas observadas.

Por outro lado, no experimento 6 (massa 2,5g, proporgao 1:20, agitador),
observa-se que, para quase todos os analitos, a diferengca nos residuos foi
superior a 30% em comparagdo ao método original. Essa situagéo indica que
pode ter ocorrido algum problema durante a condugéo analitica desse método
especifico, visto que essa discrepancia nao foi observada em outras matrizes.

De qualquer forma, excluindo-se essa situagdo especifica com o
experimento 6, nota-se novamente que todos os demais experimentos
apresentam diferengas de resultados inferiores a 30% em relagédo ao método
original. Isso indica que, na maioria dos casos, as metodologias alternativas sao
compativeis com o método original e podem ser consideradas como substitutas

viaveis, mantendo-se dentro dos limites aceitaveis de variagao.
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E importante ressaltar que a interpretacdo desses resultados deve levar
em consideracgao as particularidades da matriz de algodao, como a proximidade
do limite de quantificagdo do método analitico e possiveis problemas especificos
com o experimento 6. Uma analise mais aprofundada dessas questdes pode
fornecer insights adicionais sobre a confiabilidade e a aplicabilidade das

metodologias alternativas nessa matriz especifica.
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5. APLICAGAO DA METODOLOGIA MINIATURIZADA

Com base nos resultados avaliados anteriormente durante a conducéo do
planejamento fatorial e levando em consideracdo as avaliagdes adicionais
realizadas, como a analise do desvio padrao dos meétodos, teste de ANOVA fator
unico, teste de Tukey e diferenga percentual entre os diferentes experimentos
em relagdo ao método original, € possivel concluir que, mesmo ao utilizar uma
massa miniaturizada de 0,25g de amostra, foi obtido resultados de residuos para
todos os ingredientes ativos avaliados, compativeis com aqueles encontrados ao
empregar a metodologia original. Esses resultados demonstram que o uso de
métodos miniaturizados € completamente viavel, uma vez que foi possivel obter
resultados comparaveis ao método original. Portanto, os métodos miniaturizados
demonstraram ser uma alternativa eficaz e confiavel para a analise de residuos,
mesmo com a reducdo da massa de amostra.

Apoés verificar a aplicabilidade de métodos miniaturizados por meio da
avaliagao de experimentos anteriores, foi decidido realizar uma validacao
adicional da metodologia, incluindo novos ingredientes ativos e metodologias.
Para isso, realizou-se uma comparagao direta entre as metodologias originais de
cada ingrediente ativo e um experimento miniaturizado, no qual foi utilizada uma
massa de amostra de 0,25g e agitador, mantendo-se a mesma proporgéao
massa/solvente em relagdo ao método original.

Essa abordagem permitiu uma avaliagdo mais ampla da aplicabilidade
dos métodos miniaturizados, incluindo diferentes ingredientes ativos e suas
respectivas metodologias originais. Ao realizar a comparacgao direta entre as
metodologias originais e os experimentos miniaturizados, foi possivel verificar a
consisténcia dos resultados obtidos e avaliar a viabilidade do uso dos métodos
miniaturizados para analise de residuos.

Ao manter a propor¢do massa/solvente no experimento miniaturizado,
buscou-se preservar as condigcdes de extracdo sem introduzir alteracbes
significativas. Dessa forma, foi possivel avaliar se os métodos miniaturizados séo
capazes de fornecer resultados comparaveis aos obtidos com as metodologias
originais, sem comprometer a confiabilidade e a precisao dos resultados.

Essa validacdo adicional permitiu ampliar o escopo da aplicagdo dos
métodos miniaturizados, demonstrando sua adequacdo para diferentes
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ingredientes ativos e metodologias especificas. Os resultados obtidos nessa
comparacao direta serdo essenciais para confirmar a viabilidade e a
confiabilidade dos métodos miniaturizados, fornecendo dados relevantes para a
adocgao dessas abordagens em analises de residuos em diferentes contextos.
Desta forma, a seguir estdo apresentados os experimentos e resultados

obtidos desta aplicagdo do método miniaturizado.

5.1 PARTE EXPERIMENTAL

Nos proximos itens, estdo descritos todos os materiais que foram
utilizados para a realizagdo da aplicabilidade das metodologias miniaturizadas
para analise de residuos de defensivos agricolas em matrizes vegetais.

Toda condugédo da fase experimental deste projeto foi conduzida no
laboratério global de seguranca ambiental e do consumidor (GENCS) da BASF
S.A., localizado no municipio de Guaratingueta/SP, bem como disponibilizagdo
de toda estrutura, equipamentos, materiais e demais recursos necessarios para

execugao do projeto.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1. MATERIAIS

5.2.1.1. Reagentes e Solventes

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes para condugio desta
fase experimental:

e Agua ultra-pura grau 1 obtida pelo sistema Milli-Q (Millipore® Elix 05,
Integral);

e Acido cloridrico 37%, Merck

o Acido férmico, Merck

e Acetonitrila, J.T. Baker

e Ciclohexano, J.T.Baker

e Hidroxido de sodio, Mallinckrodt

e Metanol, J.T.Baker
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5.2.1.2. Misturas de solugbes

Foram preparadas seguintes solugdes para utilizagdo durante condugao

da fase experimental analitica:

Fase movel A: 0,1% acido férmico em agua

Fase movel B: 0,1% acido formico em metanol / 0,1% acido formico em
acetonitrila

Solugéo acido cloridrico 2 mol/L: 85 mL de HCI 37% qgsp 500 mL agua
Solugéo de hidroxido de sédio 0.2 mol/L: 2g hidroxido de sodio gsp 250
mL agua

Solugdo de extracdo (BAS 750 F): Metanol/Agua/HCI 2 mol/L (70/25/5,
VIViv)

Solucédo de extragédo (BAS 550 I): Metanol

Solugéo de extracdo (BAS 650 F): Metanol/Agua (50/50, v/v)

Solugdo de extracdo (BAS 9068 F): Metanol/Agua/HCI 2 mol/L (80/15/5,
vIVIV)

Solugéo de diluigdo final (BAS 750 F): Metanol/Agua (50/50, v/v)
Solugéo de diluicio final (BAS 750 F): Metanol/Agua (80/20, v/v)

Solugéo de diluicdo final (BAS 650 F): Metanol/Agua/Acido Férmico
(50/50/0,1, viviv)

5.2.1.3. Padrées Analiticos

Os padroes analiticos utilizados estao descritos abaixo e foram fornecidos pela
BASF SE:

Nome Comum: Mefentrifluconazole

BAS Code: BAS 750 F

Pureza: 99,7%

Lote: 5834378

Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/04/2031



Nome Comum: Dimpropyridaz

BAS Code: BAS 550 |

Pureza: 99,7%

Lote: L2017-051

Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/11/2025

Nome Comum: Ametoctradin

BAS Code: BAS 650 F

Pureza: 99,8%

Lote: L86-28

Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/11/2030

Nome Comum: Propamocarb

BAS Code: BAS 9068 F

Pureza: 98,8%

Lote: L2020-129

Data de validade (dd/mm/aaaa): 01/02/2025

5.2.1.4. Preparo das Solugbes Padroes
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Solugdes padrao estoque foram preparados para cada um dos padroes

analiticos na concentragao de 1 mg/mL em metanol e armazenadas a 513 °C.

A partir da solugao padrao estoque, foram preparadas solugdes padrboes

de fortificagdo individuais nas concentragbes de 1,0x10* ng/mL (STDF F) e 100
ng/mL (STDF A) em metanol.

Por fim, a partir desta solugcdes de fortificagcdo foram preparadas as

para cada ingrediente ativo esta descrito a seguir:

BAS 750 F - 0,0200 a 2,00 ng/mL
BAS 550 | — 0,0400 a 5,00 ng/mL
BAS 650 F — 0,0500 a 5,00 ng/mL
BAS 9068 F — 0,0300 a 3,00 ng/mL

solugdes de trabalho (calibragdo) em metanol/agua (50/50, v/v) para BAS 750 F
e BAS 9068 F, metanol/agua (80/20, v/v) para BAS 550 |, e metanol/agua/acido
férmico (50/50/0,1, v/iviv) para BAS 650 F. O range de concentragao da curva
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5.2.1.5. Amostras

Para conduzir os testes para verificagdo da aplicabilidade da metodologia
miniaturizada e comparar os resultados obtidos pelos métodos originais, foram
selecionadas amostras de matrizes vegetais provenientes de diferentes estudos
de residuos de agrotoxicos conduzidos pela BASF. Durante a etapa de
homogeneizagdo, foi utilizado gelo seco para manter as amostras em
temperatura inferior a -20°C e moinhos GM 300 da marca Retsch®.

As amostras selecionadas para a realizagao dos testes foram baseadas
em uma busca no banco de dados interno da BASF e foram as seguintes:

BAS 750 F:

o 2 amostras de algodao

o 2 amostras de abacaxi
BAS 550 I

o 2 amostras de algodéao

o 2 amostras de citros

o 2 amostras de meldo
BAS 650 F:

o 2 amostras de tomate
BAS 9068 F:

o 2 amostras de tomate

o 2 amostras de batata

Essas amostras foram selecionadas por conterem residuos impregnados
dos respectivos ingredientes ativos para a determinagdo de residuos de
agrotoxicos. Através da aplicagdo da metodologia miniaturizada e da
comparagao com os métodos originais, € possivel avaliar a eficacia e a precisao
da nova abordagem utilizando-se uma quantidade de massa de amostra

reduzida em relagdo a metodologia original.
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5.2.2. METODOS

5.2.2.1. Meétodos Analiticos

Para a realizag&o da condugéo dos experimentos foi utilizado metodologia
interna da BASF S.A. (método original) para analises dos distintos ingredientes

ativos avaliados, conforme descrito abaixo:

5.2.2.1.1. Procedimento Analitico — Analise de Dimpropyridaz (BAS 550 I)

Uma amostra representativa de 2,5g de cada matriz é pesada em frasco
de extracado de polipropileno de 250 mL. Sao adicionados 50 mL de Metanol e
agitado por 30 minutos a aproximadamente 250 rm em agitador mecanico. Em
seguida, o extrato foi centrifugado por 5 minutos a aproximadamente 4000 rpm.
O extrato é filtrado em algodao, sendo coletado em baldo volumétrico de 100
mL. A extrag&o é repetida com outros 50 mL de metanol e novamente extrato &
agitado, centrigudo e filtrado para mesmo baldo de 100 mL, sendo completado
até menisco. Uma aliquota de 0,8 mL é transferida para um vial e completado
com 0,2 mL de agua.

Para amostras com concentragdes de analito fora da curva de calibracao,

foi necessario diluir conforme apropriado.

5.2.2.1.2. Procedimento Analitico — Analise de Ametoctradin (BAS 650 F)

Uma amostra representativa de 2,5g de cada matriz é pesada em frasco
de extracdo de polipropileno de 250 mL. Sado adicionados 50 mL de
Metanol/agua (50/50, v/v) e homogeneizados com Ultra-turrax por 3 minutos a
aproximadamente 10000 rpm. Em seguida, o extrato & centrifugado por 5
minutos a aproximadamente 4000 rpom. Uma aliquota de 0,25 mL é transferida
para um vial e completado com 0,25 mL de metanol/agua/acido férmico
(50/50/0,1, viviv).

Para amostras com concentragdes de analito fora da curva de calibracao,

foi necessario diluir conforme apropriado.
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5.2.2.1.3. Procedimento Analitico — Analise de Propamocarb (BAS 9068 F)

Uma amostra representativa de 2,5g de cada matriz é pesada em frasco
de extracdo de polipropileno de 250 mL. Sado adicionados 50 mL de
Metanol/agua/HCI 2 Mol/L (80/15/5, v/viv) e homogeneizados com Ultra-turraz
por 3 minutos a aproximadamente 5000 rpm. Em seguida, o extrato é
centrifugado por 5 minutos a aproximadamente 4000 rpm e coletado em baléo
volumétrico de 100 mL. A extragao é repetida com outros 50 mL de solucéo de
extragcdo e novamente extrato € agitado, centrigudo e filtrado para mesmo baléo
de 100 mL, sendo completado até menisco. Uma aliquota de 0,4 mL é transferida
para um vial e completado com 0,6 mL de agua.

Para amostras com concentragdes de analito fora da curva de calibracao,

foi necessario diluir conforme apropriado.

5.2.2.1.4. Procedimento Analitico — Analise de Mefentrifluconazole
(BAS 750 F)

Procedimento analitico detalhado no item 3.1.2.1.1.

5.2.2.1.5. Procedimento Analitico — Métodos miniaturizados

Para todos os métodos analiticos miniaturizados de todos os ingredientes
ativos descrito previamente, foi utilizado uma massa de 0,25g de amostra e
extraidos por 5 minutos sob agitagdo a 1200 rpm utilizando-se o Hamilton
Microlab STAR Liquid handling System. A propor¢do de massa de
amostra/volume de solvente de extracdo foi mantido inalterado para cada um
dos métodos bem como todas demais etapas de extragdo e purificagdo dos

métodos analiticos.
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Para a analise de BAS 550 | a seguinte condicdo cromatografica foi

utilizada.

TABELA 33 — Condi¢bes cromatograficas — BAS 550 |

Cromatografo Liquido

ExionLC

Detector de massas

Triple Quad 6500+

Coluna cromatografica

Phenomenex, Kinetex XB-C18 100A (100 mm x
4.6 mm, 2.6 uym)

Volume de injecéo

10 pL

Fase movel A (FMA)
Fase movel B (FMB)

0,1% acido formico em agua

0,1% acido formico em acetonitrila

Tempo de retencéo

aproximado (minutos)

BAS 550 | (3.5 min)

Temperatura do forno

40 °C

Modo de aquisicao

Monitoramento de multiplas reagdes (MRM)

Modo de ionizacao

Modo Positivo ESI (+)

TransicOes de massa

BAS 550 I: 302/109

Gradiente (fluxo da fase mével)

Tempo (minutos) Fluxo (uL/min.) %FMA %FMB
0,00 700 80 20
5,00 700 20 80
5,01 700 1 99
7,00 700 1 99
7,01 700 80 20
9,00 700 80 20




5.2.2.1.7.

Condig¢des cromatograficas — Analise de BAS 650 F
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Para a analise de BAS 650 F a seguinte condicdo cromatografica foi

utilizada.

TABELA 34 — Condigbes cromatograficas — BAS 650 F

Cromatografo Liquido

ExionLC

Detector de massas

Triple Quad 6500+

Coluna cromatografica

YMC, Triat PFP (100 mm x 3.0mm, 1.9 ym)

Volume de injegao

20 pL

Fase movel A (FMA)
Fase movel B (FMB)

0,1% acido formico em agua

0,1% acido formico em metanol

Tempo de retengao

aproximado (minutos)

BAS 650 F (5.5 min)

Temperatura do forno

40 °C

Modo de aquisi¢cao

Monitoramento de multiplas reagdes (MRM)

Modo de ionizacao

Modo Positivo ESI (+)

Transi¢des de massa

BAS 650 F: 276/149

Gradiente (fluxo da fase mével)

Tempo (minutos) Fluxo (uL/min.) %FMA %FMB
0,00 800 80 20
3,00 800 25 75
4,50 800 25 75
5,00 800 5 95
6,00 800 5 95
6,01 800 80 20
7,00 800 80 20




5.2.2.1.8.

Condig¢des cromatograficas — Analise de BAS 9068 F

94

Para a analise de BAS 9068 F a seguinte condi¢do cromatografica foi

utilizada.

TABELA 35 — Condi¢bes cromatograficas — BAS 9068 F

Cromatografo Liquido

ExionLC

Detector de massas

Triple Quad 6500+

Coluna cromatografica

Waters, XSelect HSS PFP (100 mm x 2.1mm,
2.5 um)

Volume de injecéo

5L

Fase movel A (FMA)
Fase movel B (FMB)

0,1% acido formico em agua

0,1% acido formico em metanol

Tempo de retencéo

aproximado (minutos)

BAS 9068 F (2.0 min)

Temperatura do forno

40 °C

Modo de aquisicao

Monitoramento de multiplas reagdes (MRM)

Modo de ionizacao

Modo Positivo ESI (+)

TransicOes de massa

BAS 9068 F: 189/102

Gradiente (fluxo da fase mével)

Tempo (minutos) Fluxo (uL/min.) %FMA %FMB
0,00 500 95 5
1,50 500 60 40
4,00 500 48 52
4,50 500 10 90
5,00 500 10 90
5,10 500 95 5
6,00 500 95 5
5.2.2.1.9. Condig¢des cromatograficas — Analise de BAS 750 F

Condig¢des cromatograficas para BAS 750 F detalhadas no item 3.1.2.1.3.
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5.4 RESULTADO E DISCUSSAO

Para avaliar a aplicabilidade do método miniaturizado, foi realizado um
estudo detalhado para cada matriz e metodologia. Para cada uma das amostras,
a analise foi conduzida em ftriplicata utilizando o método miniaturizado, no qual
foi utilizada uma massa de 0,25g de amostra. Os resultados obtidos foram entao
comparados com os valores obtidos ao realizar a metodologia convencional para
cada ingrediente ativo.

Para realizar a comparagédo, os residuos de cada ingrediente ativo
encontrados utilizando o método original foram considerados como 100%. Os
dados obtidos através do meétodo miniaturizado foram entdo normalizados
utilizando esses valores como referéncia.

Além da comparacgao dos resultados, também foi avaliado o impacto da
reducdo da massa de amostra em termos do coeficiente de variagdo das
replicatas. Esse coeficiente de variagdo é um indicador da precisao do método,
e a reducido da massa de amostra pode influenciar nesse aspecto.

Portanto, esse estudo abrangeu uma analise minuciosa das diferentes
matrizes e metodologias, incluindo a comparagao dos resultados entre o método
miniaturizado e o convencional, bem como a avaliacdo do impacto da reducao

da massa de amostra em termos do coeficiente de variagdo das replicatas.
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, - Resultados Resultados
Residuo Média
Matriz  Amostra Metodologia CV (%) normalizados normalizados
(mgl/kg) (mg/kg) , - o -
(% método original) (% média método original)
Original 0,042; 0,045; 0,046 0,044 4.7 95; 101; 104 100
Amostra 1
i Miniaturizado 0,037; 0,040; 0,048 0,042 14 83;91; 108 94
godao —
Original 0,037; 0,037; 0,032 0,035 8,8 106; 104; 90 100
Amostra 2
Miniaturizado 0,042; 0,033; 0,030 0,035 17 119; 94; 85 99
Original 0,29; 0,30; 0,30 0,30 1,2 99; 101; 100 100
Amostra 1
. Miniaturizado 0,30; 0,34; 0,29 0,31 7,6 102; 113; 97 104
Abacaxi .
Original 0,093; 0,11; 0,10 0,10 7.1 92; 106; 102 100
Amostra 2
Miniaturizado 0,11;0,11; 0,12 0,11 8,7 106; 107; 123 112

Para o mefentrifluconazole, foram realizados testes comparativos em duas amostras distintas de algodao e duas de abacaxi,

todas contendo residuos impregnados de mefentrifluconazole. Os resultados obtidos demonstraram um coeficiente de variagao entre

1,2% e 8,8% para o método original e de 7,6% a 17% para a metodologia miniaturizada. Ambos os valores estdo dentro da faixa de

aceitacao de 20%.

Observou-se que, para o algodao, o método miniaturizado apresentou residuos de 94% e 99% em relagdo aos resultados

obtidos com a metodologia original. Ja para o abacaxi, os valores do método miniaturizado em relagdo a metodologia original foram

de 104% e 112%. Esses resultados indicam que ambas as metodologias sdo comparaveis entre si.



TABELA 37 — Analise comparativa método miniaturizado vs. método original — BAS 550 |

97

, . Resultados Resultados
Residuo Média
Matriz  Amostra Metodologia CV (%) normalizados normalizados
(mg/kg) (mg/kg) , - o -
(% método original) (% média método original)
Original 0,021; 0,023; 0,021 0,022 5,9 95; 106; 99 100
Amostra 1
i Miniaturizado 0,019; 0,024; 0,023 0,022 13 85;110; 105 100
odao
2 Original 0,028; 0,030; 0,035 0,031 13 90; 96; 114 100
Amostra 2
Miniaturizado 0,045; 0,031; 0,038 0,038 18 146; 101; 122 123
Original 0,045; 0,039; 0,039 0,041 8,1 109; 96; 94 100
Amostra 1
cit Miniaturizado 0,043; 0,035; 0,036 0,038 11 105; 85; 89 93
itros
Original 0,13; 0,11; 0,14 0,13 12 102; 88; 111 100
Amostra 2
Miniaturizado 0,14; 0,15; 0,19 0,16 17 109; 117; 148 125
Original 0,077; 0,075; 0,050 0,067 22 114; 111; 74 100
Amostra 1
i Miniaturizado 0,041; 0,039; 0,056 0,045 21 61; 58; 84 67
elao
Original 0,022; 0,020; 0,024 0,022 9,3 100; 91; 109 100
Amostra 2
Miniaturizado 0,024; 0,019; 0,019 0,021 13 109; 88; 86 94

Para o dimpropyridaz, foram realizados testes comparativos em duas amostras distintas de algodao, duas de citros e duas de

meléo, todas disponiveis no laboratério da BASF e contendo residuos impregnados. Os resultados obtidos demonstraram um

coeficiente de variagéo entre 5,9% e 22% para o método original e de 11% a 21% para a metodologia miniaturizada. Todos os valores
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estdo dentro da faixa de aceitagao de 20%, com exceg¢ao de uma das amostras de meldo que apresentaram uma variagdo um pouco
superior a 20% em ambos os métodos avaliados.

Observou-se que, para o algodao, o método miniaturizado apresentou residuos na faixa de 100% e 123% em relagao aos
resultados obtidos com a metodologia original. Ja para os citros, os valores do método miniaturizado em relagcdo a metodologia
original foram de 93% e 125%, enquanto que para melao os valores foram de 67% e 94%. De forma geral, ainda que para uma das
amostras de melao o resultado de residuo tenha sido de 67% em comparagao ao método original, desviando em um valor superior
a 30% do resultado esperado, os resultados obtidos para este analito reforgam que os resultados indicam que ambas as metodologias
sdo comparaveis entre si, sendo que em alguns casos 0 método miniaturizado apresentou residuos inclusive superiores ao esperado,

tal como encontrado previamente durante condugao do design de experimentos.
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TABELA 38 — Analise comparativa método miniaturizado vs. método original — BAS 650 F

, 1 Resultados Resultados
Residuo Média
Matriz  Amostra Metodologia CV (%) normalizados normalizados
(mgl/kg) (mg/kg) , - o -
(% método original) (% média método original)
Original 0,27; 0,28; 0,28 0,28 2,0 98; 101; 102 100
Amostra 1
_ Miniaturizado 0,23; 0,23; 0,24 0,23 3,3 84; 81; 87 84
Algodéao .
Original 0,084; 0,087; 0,088 0,086 2,9 97; 101; 102 100
Amostra 2
Miniaturizado 0,091; 0,093; 0,085 0,089 4.7 106; 107; 98 103

Para o ametoctradin, foram realizados testes comparativos em duas amostras distintas de algoddo contendo residuos
impregnados. Os resultados obtidos demonstraram um coeficiente de variagao de 2,0% e 2,9% para o método original e de 3,3% e
4,7% para a metodologia miniaturizada.

O método miniaturizado apresentou residuos de 84% e 103% em relagao aos resultados obtidos com a metodologia original.
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, 1 Resultados Resultados
Residuo Média
Matriz  Amostra Metodologia CV (%) normalizados normalizados
(mg/kg) (mg/kg) , - o -
(% método original) (% média método original)
Original 0,66; 0,69; 0,70 0,68 2,7 97; 101; 102 100
Amostra 1
Miniaturizado 0,59; 0,59; 0,55 0,58 3,4 86; 86; 81 84
Tomate .
Original 0,24; 0,24; 0,25 0,25 2,3 99; 99; 102 100
Amostra 2
Miniaturizado 0,22; 0,23; 0,18 0,21 12 90; 93; 74 86
Original 0,029; 0,028; 0,027 0,028 2,7 103; 100; 97 100
Amostra 1
Batat Miniaturizado 0,020; 0,021; 0,026 0,022 14 74;75; 94 81
atata
Original 0,095; 0,096; 0,098 0,096 1,4 99; 100; 101 100
Amostra 2 o
Miniaturizado 0,086; 0,081; 0,088 0,085 4,3 89; 84; 92 88

Para o propamocarb, foram realizados testes comparativos em duas amostras distintas de tomate e duas de batata, todas

contendo residuos impregnados. Os resultados obtidos demonstraram um coeficiente de variagédo entre 1,4% e 2,7% para o método

original e de 3,4% a 14% para a metodologia miniaturizada. Ambos os valores estdo dentro da faixa de aceitacéo de 20%.

Observou-se que, para o tomate, o método miniaturizado apresentou residuos de 84% e 86% em relacdo aos resultados

obtidos com a metodologia original. Ja para a batata, os valores do método miniaturizado em relagdo a metodologia original foram

de 81% e 88%. Esses resultados indicam que ambas as metodologias sdo comparaveis entre si.



101

6. CONCLUSAO

A determinacdo de pesticidas em matrizes complexas, como tecido
vegetal, a niveis de tragos (mg/kg, ug/kg) , apresenta desafios adicionais devido
a presenca de outros compostos e componentes que podem interferir nos
resultados. Essa complexidade pode levar a uma maior variabilidade nos
resultados quando comparados a amostras com concentragdes mais altas ou a
amostras puras. Portanto, é importante considerar essa variabilidade ao
interpretar os resultados e ndo descartar imediatamente um método que tenha
sido estatisticamente distinto em relagdo ao método original testado.

A variabilidade dos resultados em matrizes complexas pode ser atribuida
a diversos fatores, como a heterogeneidade da amostra, a presenca de
interferentes, a influéncia de diferentes componentes da matriz e a complexidade
dos processos de extracao e analise. Esses fatores podem contribuir para uma
maior dispersao dos resultados e para diferengas estatisticas entre os métodos
avaliados.

No entanto, € importante ressaltar que a diferenca estatistica por si s6 néo
deve ser considerada como um critério absoluto para a sele¢ao ou rejeigao de
um método. E necessario levar em consideracdo o contexto do estudo, a
finalidade da analise e as diretrizes aplicaveis a area de pesquisa.

Resultados estatisticamente distintos podem ser uma indicagéo de que o
meétodo avaliado pode apresentar vantagens ou desvantagens em relagdo ao
método original. No entanto, é essencial considerar a magnitude da diferenca e
sua relevancia pratica. Uma diferenga estatistica pode nao ter significado clinico
ou pratico se estiver dentro de limites aceitaveis ou se nao afetar a interpretagao
dos resultados.

Portanto, ao avaliar a aplicabilidade de um método, é necessario
considerar ndo apenas a diferenca estatistica, mas também a relevancia clinica,
a incerteza de medigao, a confiabilidade dos resultados e a conformidade com
as diretrizes e regulamentos aplicaveis. Uma avaliagdo completa e criteriosa
permitira a tomada de decisbdes informadas sobre a utilizagdo dos resultados
obtidos em matrizes complexas, como tecido vegetal, e garantira a interpretagéo

adequada dos mesmos.
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Com base nos resultados avaliados durante a conducg&o do planejamento
fatorial, € possivel constatar que, apesar de terem sido observados efeitos
significativos para algumas variaveis primarias e secundarias, a magnitude
desses efeitos foi inferior a 20%. Essa variacdo encontra-se dentro da faixa
considerada aceitavel para métodos de analise de residuos, ndo impactando de
forma significativa os resultados.

Adicionalmente, ao considerar as avaliagdes complementares realizadas,
tais como a analise do desvio padrdo dos métodos, teste de ANOVA e diferencga
percentual entre os diferentes experimentos em relagdo ao método original,
pode-se concluir que, mesmo utilizando uma massa miniaturizada de 0,2g de
amostra e agitacdo simples, obtiveram-se resultados de residuos para todos os
ingredientes ativos avaliados que se mostraram compativeis com aqueles
obtidos utilizando a metodologia original.

Esses resultados, aliados aos testes adicionais conduzidos para a
validagcdo da metodologia com diferentes ingredientes ativos e matrizes,
evidenciam que a utilizacdo de métodos miniaturizados € plenamente viavel. Foi
possivel obter resultados comparaveis aos obtidos por meio do método original,
0 que confirma que os métodos miniaturizados sdo uma alternativa eficaz e
confiavel para a analise de residuos, mesmo com a reducdo da massa de
amostra.

Dessa forma, conclui-se que os métodos miniaturizados representam uma
opc¢ao valida para a analise de residuos, proporcionando resultados confiaveis e
comparaveis aos obtidos por meio do método original, além de gerar uma
reducao significativa no tempo gasto pelo analista para condug¢ao das analises,
bem como no uso dos solventes para etapa de extracao.

Em conclusdo, a viabilizacdo da miniaturizacdo dos métodos analiticos
trouxe ganhos significativos em termos praticos, destacando-se uma redugao de
até 90% no uso de solventes orgéanicos durante a etapa de extragdo. Além disso,
essa abordagem resultou em uma diminuigdo consideravel da carga de trabalho
do analista, sendo que para um projeto especifico da empresa, é esperado uma
economia de até € 500.000,00 no qual automacgao foi implementada. Esses
resultados nao apenas otimizam os recursos utilizados, mas também contribuem

para a eficiéncia operacional e a sustentabilidade dos processos analiticos.
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