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RESUMO

SILVA, Christian Honorato Albunio da. Determinacao de bifentrina residual
associada a resisténcia a lavagem em cultivos de soja. 2025. 101 f. Dissertacéo
(Mestrado em Quimica Analitica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2026.

A soja é uma cultura essencial para o Brasil, e o controle de pragas com inseticidas
como a bifentrina é fundamental, embora possa ser afetado por fatores como chuva e
irrigacéo. O estudo teve como objetivo desenvolver e validar um método por CG-EM
para identificar e quantificar residuos de bifentrina em folhas de soja, avaliando a
resisténcia de diferentes formulagdes a lavagem. Para isso, foram aplicados diferentes
produtos sobre as folhas, seguidos de lavagens simuladas e analise cromatografica,
garantindo a confiabilidade dos resultados com materiais de referéncia e
equipamentos calibrados. A validagdo do meétodo seguiu normas nacionais e
internacionais, contemplando os seguintes parametros em diferentes niveis da curva
analitica: Linearidade com R2de 0,9977 com calibragdo quadratica e ponderagao 1/y?;
Seletividade com variagdo relativa de intensidade dos fons < 2,33%; Sensitividade
analitica variando de 92,87 a 139,96 area/ug-L™"; Exatiddo de 95,54% a 99,18%;
Precisao com DPR de 2,73% a 9,03%; Limites de deteccdo de 15,0 pg-L™ e
quantificagdo de 26,0 ug-L™"; Faixa de trabalho de 26,0 a 926,0 ug.L-'; Robustez
confirmada para dureza da agua padrao 20 e 342 mg-L™" de CaCOs e incerteza (U)
de 0,0074 a 0,0942 mg-L™". Os resultados evidenciaram desempenho satisfatério em
todos os critérios, confirmando a confiabilidade do método, além de revelar diferencas
significativas (ANOVA, one-way) entre as formulagdes quanto a resisténcia a lavagem.
A formulagdo EC demonstrou maior resisténcia a lavagem, com remogao de apenas
7,49% do ativo aplicado, sendo aproximadamente trés vezes mais resistente que a
WG (20,70%) e duas vezes mais que a SC (13,81%). Tais achados destacam nédo
apenas a importancia da escolha correta do produto para garantir eficacia no campo,
mas também a relevancia de praticas que contribuam para o uso sustentavel de
agrotoxicos.

Palavras-chave: Bifentrina; Soja; Cromatografia Gasosa; Validagdo de método
analitico; Resisténcia a lavagem.



ABSTRACT

SILVA, Christian Honorato Albunio da. Determination of residual bifenthrin
associated with wash-off resistance in soybean crops. 2025. 101 f. Dissertation
(Master’'s degree in analytical chemistry) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2026.

Soybean is an essential crop for Brazil, and pest control using insecticides such as
bifenthrin is fundamental, although it may be affected by factors such as rainfall and
irrigation. This study aimed to develop and validate a GC-MS method to identify and
quantify bifenthrin residues in soybean leaves, evaluating the wash-off resistance of
different formulations. For this purpose, different products were applied to the leaves,
followed by simulated washing procedures and chromatographic analysis, ensuring
the reliability of the results through the use of reference materials and calibrated
equipment. Method validation was carried out in accordance with national and
international guidelines, considering the following parameters at different levels of the
analytical curve: linearity with R? of 0.9977 using quadratic calibration with 1/y?
weighting; selectivity with relative ion intensity variation < 2.33%; analytical sensitivity
ranging from 92.87 to 139.96 area/ug-L™"; accuracy from 95.54% to 99.18%; precision
with RSD ranging from 2.73% to 9.03%; limits of detection and quantification of 15.0
Mg-L™ and 26.0 pg-L™", respectively; working range from 26.0 to 926.0 ug-L™;
robustness confirmed for water hardness levels of 20 and 342 mg-L™" as CaCOs;; and
expanded uncertainty (U) ranging from 0.0074 to 0.0942 mg-L™". The results
demonstrated satisfactory performance across all validation criteria, confirming the
reliability of the method, and also revealed significant differences (one-way ANOVA)
among formulations regarding wash-off resistance. The EC formulation showed the
highest resistance, with only 7.49% of the applied active ingredient removed, being
approximately three times more resistant than WG (20.70%) and twice as resistant as
SC (13.81%). These findings highlight not only the importance of selecting the
appropriate formulation to ensure field efficacy, but also the relevance of practices that
contribute to the sustainable use of pesticides.

Key-words: Bifenthrin; Soybean; Gas chromatography; Analytical method validation;
Wash-off resistance.
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1 INTRODUGAO

A soja desempenha um papel crucial na economia brasileira, sendo
uma das principais culturas agricolas do pais, tanto para consumo interno, quanto
para as exportacdes. Além de ser uma fonte importante de alimentos para humanos
€ animais, a soja também é utilizada na produgao de 6leo vegetal, biocombustiveis e
uma variedade de produtos industriais. Para proteger as plantagdes de soja contra
pragas e doencas, os agricultores frequentemente utilizam agrotoxicos, como a
bifentrina, um piretroide, eficaz no controle de uma série de pragas que afetam a soja,
como pulgdes e percevejos.

No entanto, um desafio ambiental enfrentado pelos agricultores é a
lavagem dos produtos quimicos aplicados nas plantagdes pela agua da chuva, orvalho
e irrigacéo. Essa lavagem, além de diminuir a eficacia dos produtos no combate a
pragas presentes nas lavouras, pode contribuir na contaminagdo do solo, cursos
d’agua e ecossistemas, representando sérios problemas ambientais, como a morte de
organismos ndo-alvo e riscos para a saude humana.

Para mitigar esses problemas, o presente estudo realizou testes de
resisténcia a lavagem do principio ativo em diferentes formulacgdes, aplicados em folha
de culturas de soja através do método de folha destacada (Yarwood, 1946), por meio
do uso da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) a qual sera validada. Esses testes auxiliaram na avaliagédo da capacidade
do inseticida em permanecer nas folhas, apds a aplicacdo e exposicdo dos produtos
a condicbes de lavagem. Selecionar a formulacdo do produto de acordo com a
necessidade de utilizacdo € crucial para garantir sua eficacia. Isso pode envolver a
utilizagao de formulagdes especificas que garantam a aderéncia do produto a folha da
planta, reduzindo a sua suscetibilidade a lavagem pela agua, facilitando processos

sustentaveis no plantio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASoJAa

A soja (Glycine max) € uma leguminosa de grande importancia global,
tanto na agricultura quanto na alimentagdo humana e animal. Originaria da China, a
soja tornou-se uma cultura agricola essencial em todo o mundo, especialmente nas
ultimas décadas, devido a sua versatilidade e beneficios nutricionais. Segundo dados
atualizados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2026), o Brasil
mantém-se como o maior produtor mundial de soja, com produgdo estimada em
aproximadamente 178 milhdes de toneladas na safra 2025/26, superando Estados
Unidos e Argentina e consolidando sua lideranga no cenario global. Tal volume de
producdo no Pais revela a importancia da soja na economia brasileira (Dall”Agnol,
2016), importancia essa que se deve a versatilidade do uso da soja, estendendo sua
aplicabilidade a uma variedade de produtos. Além do grdo de soja, que pode ser
consumido diretamente ou processado em farinha, éleo e leite de soja, a leguminosa
€ uma fonte chave de ingredientes para uma gama diversificada de produtos
alimenticios, como tofu, tempeh, molhos de soja, proteina texturizada de soja, entre
outros. Além disso, os subprodutos da soja podem também ser utilizados em muitos
setores industriais, incluindo na fabricagao de biocombustiveis, plasticos, cosméticos,
tintas e produtos de limpeza (AGROADVANCE, 2023).

Segundo RAMOS et al. (2022), a cultura de soja desempenha um
papel crucial na preservagao ambiental e na sustentabilidade agricola em diversas
regides do mundo. Embora as vezes seja alvo de criticas devido a praticas de cultivo
intensivas e a expansao descontrolada, a soja, quando cultivada de forma responsavel
e sustentavel, pode trazer uma série de beneficios ambientais significativos. Uma das
principais contribuicbes da cultura de soja para o meio ambiente é a capacidade de
promover a rotacdo de culturas. A rotacéo de culturas, que envolve alternar o plantio
de diferentes tipos de plantas em uma mesma area ao longo do tempo, ajuda a
melhorar a saude do solo, reduzir a erosao e controlar doengas e pragas. A soja, em
associagao simbidtica com bactérias do género Bradyrhizobium, apresenta
capacidade de fixagao bioldgica de nitrogénio, beneficiando as culturas subsequentes
ao fornecer uma fonte de nitrogénio naturalmente disponivel para o solo, reduzindo

assim a necessidade de fertilizantes sintéticos que podem causar poluicido e
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degradacao do solo.

Outro aspecto crucial € o potencial da soja como uma alternativa aos
combustiveis fésseis. A soja € atualmente a principal fonte de matéria-prima para a
producgao de biodiesel no Brasil, respondendo por cerca de 70% da produc¢ao nacional
(ANP, 2024), sendo este um biocombustivel renovavel que pode substituir o diesel
convencional em veiculos automotores. O uso de biodiesel de soja pode reduzir
significativamente as emissbes de gases de efeito estufa e a dependéncia de
combustiveis fosseis, contribuindo assim para a mitigacdo das mudancas climaticas e
a transigao para uma economia mais verde e sustentavel. Em conjunto a isso, a cultura
de soja também atua como uma grande fonte de sequestro de gases do efeito estufa
(GEE) no ambiente, devido ao fato de sua area plantada contemplar
aproximadamente 45.235,4 mil hectares (Conab, 2024), o equivalente a mais de 4,5%
do territério brasileiro. O processo de sequestro de gases de efeito estufa (GEE)
promovido pela cultura de soja é uma parte importante do papel ambiental positivo
desempenhado por essa cultura, sendo ela suficiente até mesmo para neutralizar a
emissao de GEE contida no préprio processo de plantio da lavoura, quando realizada
de forma a adotar as leis ambientais brasileiras (Toloi et al., 2024). O sequestro de
carbono, em particular, € uma fungado essencial das plantas, contribuindo para a
mitigacao dos gases de efeito estufa (GEE) e das mudancgas climaticas.

Sendo assim, a soja desempenha um papel significativo na economia
global, tanto como cultura agricola quanto como commodity. O comércio internacional
do grao movimenta bilhdes de délares anualmente, tendo evoluido de menos de US$
10 bilhdes em 2000 para mais de US$ 64 bilhdes em 2020, evidenciando sua
relevancia econémica crescente (FAO, 2022). No contexto brasileiro, a soja destaca-
se como o principal produto de exportacédo, representando parcela expressiva da
balanga comercial e respondendo por mais de 50% das exportagdes globais em 2025
(EMBRAPA, 2023; CEPEA, 2025) . Essa cadeia produtiva exerce impacto direto na
economia, contribuindo para a geragao de renda, dinamizagdo do setor logistico e
criacdo de empregos ao longo de toda a cadeia, desde a produgdo agricola até a
industrializagéo e comercializagéo (VIEIRA FILHO, 2024) .

Além da importancia econdmica, a cultura da soja também pode
desempenhar papel relevante nas questdbes ambientais, especialmente quando
associada a praticas agricolas sustentaveis. Nesse contexto, o manejo adequado

pode contribuir para a conservagao do solo, uso eficiente de recursos naturais e
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reducao de impactos ambientais. Iniciativas como a Moratéria da Soja, que restringe
a comercializagao de graos oriundos de areas desmatadas na Amazoénia, evidenciam
o potencial do setor em alinhar produgéo agricola e preservagdao ambiental (ABIOVE;
ANEC, 2023) . Dessa forma, quando conduzida de forma responsavel, a cultura da
soja pode contribuir para a conservagao da biodiversidade, mitigacao de emissodes e

protecao de ecossistemas estratégicos.

2.2 A INDUSTRIA

A industria agroquimica no Brasil desempenha um papel crucial no
apoio a produgao agricola do pais, que se destaca como uma das maiores poténcias
agricolas do mundo. Nesse contexto, essa industria é responsavel pela fabricagao e
comercializagdo de uma ampla variedade de insumos agricolas, incluindo fertilizantes
e defensivos quimicos, como herbicidas, fungicidas e inseticidas, fundamentais para
a protecédo das lavouras e o aumento da produtividade (EMBRAPA, 2023). Esses
insumos sdo essenciais para sustentar os elevados niveis de produgdo agricola
nacional, contribuindo diretamente para a eficiéncia e competitividade do agronegdcio
brasileiro.

Com uma extensao territorial vasta e grande diversidade climatica e
de solos, o Brasil apresenta condi¢des altamente favoraveis para o desenvolvimento
de uma agricultura diversificada e produtiva (IBGE, 2022). Nesse cenario, a industria
agroquimica desempenha um papel fundamental no fornecimento de tecnologias e
solugdes que visam maximizar a produtividade e a qualidade dos cultivos em todas as
regides do pais (EMBRAPA, 2023), contribuindo para a eficiéncia dos sistemas
agricolas e para o fortalecimento do agronegécio nacional.

A pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos constituem areas
de destaque na industria agroquimica brasileira, sendo fundamentais para a inovagao
no setor agricola. As empresas investem continuamente em programas de pesquisa
visando o desenvolvimento de novas formulagdes de agrotéxicos mais eficazes,
seguras e ambientalmente sustentaveis (OECD, 2020). Nesse contexto, questdes
relacionadas a sustentabilidade e a preservagdo ambiental tém ganhado crescente
relevancia nas industrias do setor agricola, impulsionando a adogéao de tecnologias
mais eficientes e menos impactantes ao meio ambiente.

Produtos com formulagdes eficazes resultam em economias para as
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industrias durante o processo fabril, reduzindo o consumo de insumos e o volume de
substancias quimicas liberadas no ambiente. Adicionalmente, a maior eficacia e
persisténcia desses ativos, especialmente em relagéo a resisténcia a lavagem pela
agua da chuva, pode reduzir a necessidade de aplicagdes repetidas, o que acarreta
economias significativas para os agricultores em termos de custos com insumos e
mao de obra (FAO, 2018). Nesse contexto, os interesses industriais das empresas no
desenvolvimento de produtos agroquimicos eficazes estao alinhados com a oferta de
solugdes eficientes, competitivas e sustentaveis, capazes de atender as necessidades
produtivas e, ao mesmo tempo, minimizar os impactos ambientais.

Vale ressaltar também a importancia da industria agroquimica no
Brasil no tangente a economia nacional. A produgdo e comercializagdo de insumos
agricolas geram empregos diretos e indiretos em toda a cadeia produtiva, desde a
pesquisa e desenvolvimento até a distribuicdo e venda dos produtos (OECD, 2020).
Além disso, as exportagdes relacionadas ao agronegdcio, incluindo insumos e
produtos associados, contribuem significativamente para a balanga comercial do pais,
reforcando a relevancia do setor para a economia brasileira.

Sendo assim, a industria agroquimica desempenha um papel vital no
suporte a agricultura brasileira, fornecendo tecnologias e insumos essenciais para a
producado de diversos produtos. Ao mesmo tempo, € importante que a industria
continue a inovar, buscando dados e solugdes sustentaveis para os desafios

enfrentados pela agricultura moderna.

2.3 OS INSETICIDAS E SUAS FORMULACOES

Os inseticidas sao produtos quimicos (agrotdxicos) desenvolvidos
para controlar e eliminar insetos indesejados, sejam eles pragas agricolas, que
prejudicam plantagdes — como percevejos e pulgdes —, ou pragas domésticas, como
baratas e mosquitos. Quando utilizados de maneira adequada, esses produtos
desempenham um papel crucial na protecdo da saude publica, na preservagao dos
alimentos e na manutencao da saude das plantas.

No Brasil, os inseticidas compdem uma das principais classes de
defensivos agricolas registrados para uso no controle de pragas, sendo amplamente
utilizados em diferentes culturas de importancia econdmica. Esses produtos passam

por rigoroso processo de avaliagao e registro, conduzido por érgaos reguladores como
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o Ministério da Agricultura e Pecuaria, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, que
analisam aspectos relacionados a eficacia agrondmica, toxicidade e impacto
ambiental (BRASIL, 2019). Ha uma ampla variedade de inseticidas registrados para
uso agricola, os quais podem ser consultados em bases oficiais como o sistema
Agrofit do Ministério da Agricultura. Entre os principais ingredientes ativos utilizados
no controle de pragas destacam-se compostos como acefato, metomil, imidacloprido,
e bifentrina, pertencentes a diferentes grupos quimicos e com distintos mecanismos
de acao (MAPA, 2024).

Nesse contexto, existem diferentes tipos de formulagdes de
inseticidas, cada uma com caracteristicas especificas, desenvolvidas para atuar sobre
distintos grupos de insetos e em diferentes estagios do seu ciclo de vida. Esses
produtos podem ser classificados segundo diversos critérios, como composigao
quimica, modo de acao e alvo de aplicacédo. Entre essas classificagdes, destaca-se
aquela baseada no tipo de formulacdo, uma vez que esta influencia diretamente o
preparo, a aplicagao e a eficiéncia do produto. Dentre as formulagcdes mais utilizadas,
destacam-se:

O Concentrado Emulsionavel (EC) consiste em uma formulagao
liquida a base de solventes organicos que forma uma emulsao estavel quando diluida
em agua, sendo amplamente empregada para ingredientes ativos de natureza
lipofilica (FAO; WHO, 2016). Essa formulacdo apresenta elevada eficiéncia
agrondmica; no entanto, pode estar associada a maior risco de fitotoxicidade e maior
exposicao do aplicador durante o manuseio, em fungdo da presenga de solventes
organicos.

A Suspensao Concentrada (SC) consiste em uma formulagao liquida
a base de agua, na qual o ingrediente ativo encontra-se disperso sob a forma de
particulas finas, proporcionando boa estabilidade fisica e facilidade de aplicagao, além
de reduzir o uso de solventes organicos (FAO; WHO, 2016). Essa caracteristica torna
esse tipo de formulagdo uma alternativa mais segura em termos de manuseio e
impacto ambiental quando comparada a formulagdes baseadas em solventes.

Os Granulos Dispersiveis em Agua (WG) consistem em uma
formulacao sdlida, apresentada na forma de granulos, que se dispersam facilmente
em agua, originando uma suspensao homogénea (FAO; WHO, 2016). Essa

formulacdo oferece vantagens como menor risco de inalagdo durante o preparo,
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facilidade de transporte e armazenamento, além de reduzir a exposi¢cao do aplicador
durante o manuseio, quando comparada a formulagbes em po6 ou liquidas a base de
solventes.

Além dessas, existem outras formulagcdes, como pds e aerossoais,
cada qual com aplicagdes e vantagens especificas, de acordo com o objetivo do
controle de pragas.

Os inseticidas também podem ser classificados segundo seu modo
de agao. Alguns atuam como neurotoxinas, afetando o sistema nervoso dos insetos e
provocando paralisia e morte, como € o0 caso dos inseticidas inibidores da
acetilcolinesterase. Outros interferem no desenvolvimento e crescimento, impedindo
que os insetos atinjam a fase reprodutiva, como os reguladores de crescimento. Ha
ainda aqueles que atuam como repelentes, afastando os insetos sem
necessariamente elimina-los (WARE; WHITACRE, 2004).

Apesar de sua importancia no controle de pragas, o uso inadequado
ou excessivo de inseticidas pode trazer consequéncias ambientais e agronédmicas
negativas. A aplicagdo indiscriminada pode resultar na eliminagdo de insetos
benéficos, como polinizadores e inimigos naturais das pragas, além de favorecer o
surgimento de populacgdes resistentes, dificultando o manejo a longo prazo.

Diante disso, é fundamental que o uso de inseticidas seja realizado
de maneira criteriosa e responsavel, respeitando-se as orientagées de uso seguro,
que incluem a leitura atenta das instrucdes de aplicagao, o uso de equipamentos de
protecao individual (EPIs) adequados e a consideragao de estratégias alternativas,
como 0 manejo integrado de pragas e o controle biolégico, sempre que possivel.

Em geral, os inseticidas desempenham um papel relevante na
protecdo da saude humana, da agricultura e do meio ambiente, mas seu uso deve
estar alinhado a praticas sustentaveis, priorizando a seguranga e a preservacgao

ecologica.

2.3.1 A Bifentrina

Embora n&o figure entre os ingredientes ativos mais comercializados
em termos de volume (BR: 6.161,94 ton/ano; PR: 760 ton/ano) (IBAMA, 2024), a
bifentrina apresenta elevada relevancia agrondmica, especialmente em funcao de sua

alta poténcia inseticida e uso em baixas doses, caracteristica comum aos piretroides
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(IBAMA, 2025), sendo também um dos compostos amplamente utilizados em escala
global, em razéo de sua elevada eficacia no controle de uma ampla gama de insetos-
praga.

Classificada como um éster pertencente a classe dos piretroides
(figura 1), a bifentrina atua como neurotoxina, afetando o sistema nervoso dos insetos
através da interferéncia nos canais de sodio. Em condicbes normais os canais de
sédio abrem-se rapidamente para permitir o influxo de ions Na* durante o potencial
de acéo e, em seguida, se inativam de forma quase imediata. A bifentrina, assim como
outros piretroides, prolonga o estado de abertura desses canais, impedindo o
fechamento adequado e causando descargas nervosas repetitivas (Soderlund;
Bloomquist, 1989; Bloomquist, 1991) causando paralisia e eventual morte. O modo de

exposicao dos insetos ao ativo encontra-se principalmente por contato e/ou ingestao.

Figura 1 — Molécula de Bifentrina

H

Fonte: Software ACD/ChemSketch.

Um dos principais atrativos da bifentrina, além de sua eficacia, € sua
versatilidade de aplicagcdo. Ela esta disponivel em varias formulagdes, incluindo
liquidos concentrados, granulados e aerossois, 0 que permite sua utilizagao tanto em
ambientes domésticos quanto em areas agricolas. Além disso, sua estabilidade
quimica garante uma eficacia prolongada apds a aplicagao.

No contexto doméstico, a bifentrina € amplamente empregada no
controle de pragas como baratas, formigas, aranhas, tragas, pulgas e percevejos. Sua
acao residual é especialmente util para impedir infestagdes recorrentes em
residéncias e espagos comerciais. Em areas agricolas, a bifentrina é aplicada para
combater uma variedade de pragas que afetam culturas como graos, frutas, vegetais
e arvores frutiferas, sendo também utilizada em culturas de soja no controle de
lagartas e percevejos (NPIC, 2010). Essa versatilidade esta associada ao seu amplo

espectro de acao e elevada eficacia como inseticida piretroide.
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Apesar de sua eficacia, é fundamental que a utilizagao de inseticidas
ocorra de forma consciente e seguindo rigorosamente as recomendagdes do
fabricante. O uso excessivo ou inadequado desses produtos pode acarretar
consequéncias negativas ao meio ambiente, incluindo a mortalidade de insetos
benéficos, como polinizadores e inimigos naturais das pragas (FAO; WHO, 2016).
Além disso, é essencial o uso de equipamentos de protecéo individual durante a
aplicagao, a fim de minimizar a exposicdo humana aos produtos quimicos e reduzir
riscos a saude do aplicador.

Como com qualquer inseticida, € recomendavel considerar métodos
de controle de pragas alternativos e integrados sempre que possivel, como 0 manejo
adequado da vegetacéao e o controle biolégico, em consonancia com os principios do
Manejo Integrado de Pragas (MIP). Dessa forma, é possivel aproveitar os beneficios
da bifentrina no controle de pragas, ao mesmo tempo em que se protege o meio

ambiente e a saude humana.

2.4 RESISTENCIA A LAVAGEM

A resisténcia a lavagem de agrotoxicos em superficie foliar € um
fendmeno de extrema relevancia no contexto da agricultura moderna. Compreender
esse processo € fundamental para garantir a eficacia dos produtos fitossanitarios e
minimizar os impactos ambientais.

Quando aplicados sobre as folhas das plantas, os agrotdxicos estao
sujeitos a diversos fatores que podem comprometer sua permanéncia e eficacia. A
resisténcia a lavagem refere-se a capacidade desses produtos de permanecerem
aderidos a superficie foliar diante da agao da agua da chuva, irrigagcdo ou mesmo do
orvalho (HOLLOWAY, 1993). Esse fendmeno esta diretamente relacionado as
propriedades fisico-quimicas do ingrediente ativo e da formulagdo, bem como as
caracteristicas da superficie foliar.

Existem varios fatores que influenciam a resisténcia a lavagem
desses compostos. A formulagdo do produto, a morfologia da folha, as condigdes
climaticas e o tempo decorrido desde a aplicagéo sao alguns dos principais aspectos
envolvidos. Além disso, a presencga de residuos organicos, como ceras e exsudatos
na superficie foliar, também pode afetar significativamente a aderéncia dos

agrotoxicos (KIRKWOOD, 1999), uma vez que essas caracteristicas interferem nas
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interagdes fisico-quimicas entre o produto e a superficie da planta.

A resisténcia a lavagem é particularmente importante em culturas que
demandam aplicagbes frequentes de agrotoxicos, como € o caso de muitas
monoculturas intensivas (ex: soja, milho, trigo, algodao). Nesses sistemas, a eficacia
dos tratamentos fitossanitarios esta diretamente relacionada a capacidade dos
produtos em permanecerem ativos sobre as folhas por periodos prolongados,
garantindo uma protecéo continua contra pragas e doencas.

Para contornar os desafios relacionados a lavagem desses ativos, os
produtores podem adotar algumas estratégias. Isso inclui a escolha de produtos com
formulacdes especificas que promovam uma melhor aderéncia as folhas, a aplicagéo
em momentos climaticos mais favoraveis e o uso de adjuvantes que auxiliem na
fixagdo dos agrotoxicos. Essas praticas ajudardo a manter o produto aderido as folhas,
e consequentemente apds a colheita, aderidos a palhada, dificultando sua
disseminagao no ambiente, facilitando praticas sustentaveis para sua remocao.

Quando os agrotéxicos aplicados sobre a superficie foliar apresentam
baixa resisténcia a lavagem, tornam-se mais suscetiveis a remogao por chuva,
irrigacao ou processos de lixiviagao. Esse arraste facilita o transporte dos compostos
para o solo, onde podem se acumular, migrar para camadas mais profundas ou
contaminar corpos d'agua adjacentes. A persisténcia desses residuos €
especialmente preocupante no caso dos piretréides, como a bifentrina, cuja
bioacumulagao ja foi relatada em peixes de rios de bacias ibéricas (Corcellas et al.,
2015) e em amostras de cera de abelhas (Garcia et al., 2017).

A bifentrina apresenta elevada lipofilicidade (Log P = 6,0 — 6,6), baixa
solubilidade em agua e forte adsorcdo a matéria organica. Essas caracteristicas
conferem ndo apenas alta afinidade pela matriz foliar, mas também elevada
recalcitrancia, favorecendo sua permanéncia no solo por periodos que podem variar
de 7 dias a até 8 meses, dependendo das condigdes ambientais (KUMAR et al., 2018;
MUKHERJEE, 2019). Essa persisténcia pode desencadear diversos impactos
negativos, incluindo redugcdo da biodiversidade, contaminagdo de aguas
subterraneas, toxicidade a organismos benéficos do solo e aumento da resisténcia de
pragas, além de possiveis riscos a saude humana em populagdes expostas.

Diante desse cenario, a adogdo de estratégias sustentaveis para
mitigagcado da contaminacéao torna-se fundamental. A biorremediagao destaca-se como

uma alternativa eficaz ao empregar micro-organismos capazes de degradar poluentes
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e converté-los em produtos menos téxicos, como agua, CO, e biomassa (AZIZ;
MONIER et al., 2019). Bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Sphingomonas
e Acinetobacter apresentam capacidade de metabolizar bifentrina e outros piretréides
por meio de enzimas como esterases e monooxigenases, podendo alcangar redugdes
superiores a 75% em apenas 10 dias, como demonstrado com Pseudomonas fulva
(YANG et al., 2018; ZHANG et al., 2021). Esse processo pode ser intensificado pela
adicdo de matéria organica ou fontes simples de carbono, que estimulam o co-
metabolismo microbiano e aceleram a degradacéo (LI et al., 2019).

Paralelamente, a fitorremediagédo configura-se como abordagem
natural e de baixo custo para remogao ou imobilizacdo de contaminantes, utilizando
plantas com alta biomassa e tolerancia a toxinas (SINGH et al., 2020). Espécies como
Brassica juncea, Helianthus annuus, Zea mays e Vetiveria zizanioides demonstram
capacidade de acumular bifentrina em tecidos radiculares e caulinares, além de
estimular micro-organismos rizosféricos degradadores (SINGH et al., 2020). A
associagao entre plantas fitorremediadoras e micro-organismos benéficos, conhecida
como fitorremediacado assistida, potencializa a eficiéncia do processo por meio da
sinergia entre absorgao vegetal e degradacao microbiana (KUMAR; SHARMA, 2022).

Em conjunto, esses processos — quando aplicados de forma
integrada — ampliam a eficiéncia da remediacao, reduzindo a carga residual no solo
e contribuindo para praticas agricolas mais seguras, eficazes e ambientalmente

responsaveis.

2.5 CROMATOGRAFIA DE GASES

A cromatografia de gases € uma técnica instrumental de separacao
amplamente utilizada na analise quimica de compostos organicos e organometalicos
volateis. Baseia-se na particdo dos analitos entre uma fase mével gasosa e uma fase
estacionaria, geralmente composta por polimero fixado em um suporte sélido no
interior de uma coluna. Trata-se de uma técnica com elevado poder de resolugao,
sensibilidade e rapidez, o que a torna indispensavel em diversas areas da ciéncia,
como quimica analitica, farmacéutica, ambiental, alimenticia e petroquimica (SKOOG
et al., 2014; HARRIS, 2019).

Na cromatografia de gases, a amostra é vaporizada e injetada em um
fluxo continuo de gas inerte — geralmente hélio, nitrogénio ou hidrogénio — que atua
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como fase movel. Esse fluxo transporta os componentes da amostra através da coluna
cromatografica, onde ocorre a separagao devido a interagdo diferencial de cada
composto com a fase estacionaria. Compostos com maior afinidade pela fase
estacionaria se movimentam mais lentamente, enquanto aqueles com menor
afinidade sao eluidos mais rapidamente (POOLE, 2004). Esse comportamento
diferencial permite a separacao eficiente de misturas complexas.

A separacdo cromatografica é influenciada por diversos fatores, como
a temperatura da coluna, a velocidade do fluxo de gas, o tipo de fase estacionaria
utilizada, o comprimento da coluna e as propriedades fisico-quimicas dos analitos,
como volatilidade e polaridade. As colunas podem ser empacotadas ou capilares,
sendo estas ultimas mais utilizadas atualmente devido a sua maior eficiéncia e
capacidade de separagao (CHRISTIAN; BRUNO, 2012).

A deteccao dos compostos eluidos pode ser realizada por diferentes
detectores, sendo os mais comuns o detector de ionizacao de chama (DIC), o detector
por captura de elétrons (DCE) e o espectrobmetro de massas (EM). O DIC é
amplamente utilizado por sua sensibilidade e ampla faixa linear, especialmente na
andlise de compostos organicos. O acoplamento da cromatografia de gases ao
espectrometro de massas (CG-EM) permite, além da separagao, a identificacao
estrutural dos analitos com alto grau de especificidade (HARRIS, 2019), como é o

caso deste estudo.

Devido a sua elevada capacidade de separar e quantificar compostos
em niveis trago, a cromatografia de gases tem sido aplicada com sucesso em analises
ambientais, como na detecgdo de agrotoxicos, solventes e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. No controle de qualidade de produtos farmacéuticos e
industriais, permite verificar a presenca de impurezas e solventes residuais. Em
alimentos, € empregada na analise de contaminantes e compostos volateis
relacionados ao aroma e sabor (SKOOG et al., 2014).

No presente trabalho, a cromatografia de gases acoplada ao
espectrometro de massas foi empregada como técnica analitica principal para a
quantificacdo de residuos presentes nas superficies foliares tratadas com diferentes
formulacdes. A escolha dessa técnica justifica-se pela sua compatibilidade com a
matriz de interesse, pela robustez metodoldgica e pela capacidade de oferecer

resultados confiaveis com elevada resolucio analitica.
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2.5.1 Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia de gases acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM ou GC-MS, do inglés Gas Chromatography - Mass Spectrometry) representa uma
das abordagens mais poderosas da analise instrumental moderna, combinando a
elevada capacidade de separagao da CG com o alto poder de identificagao estrutural
da espectrometria de massas. Esta integragdo permite a deteccéo, identificacéo e
quantificacdo de compostos organicos volateis ou semivolateis com alta sensibilidade,
seletividade e especificidade, mesmo em matrizes complexas (HARRIS, 2019;
POOLE, 2004).

O funcionamento da CG-EM baseia-se em duas etapas principais.
Inicialmente, a amostra € separada na coluna cromatografica, onde os analitos sédo
vaporizados, transportados por um gas inerte, e separados com base em suas
interacdes diferenciais com a fase estacionaria. Em seguida, a medida que os
compostos eluem da coluna, sdo direcionados ao espectrbmetro de massas, onde
sofrem ionizagéo, fragmentacao e posterior andlise de seus ions gerados (SKOOG et
al., 2014).

O tipo mais comum de ionizagao utilizado em sistemas de CG-EM é
aionizagao por impacto de elétrons (El — Electron Impact), na qual os analitos gasosos
sdo bombardeados com um feixe de elétrons de alta energia. Esse processo gera ions
fragmentados de forma reprodutivel, o que permite a construgdo de espectros de
massas caracteristicos e uUnicos para cada composto, funcionando como uma
“impressao digital molecular”. Tais espectros podem ser comparados com bibliotecas
comerciais para a identificacdo confiavel dos compostos presentes na amostra
(CHRISTIAN; BRUNO, 2012).

A aplicagdo da CG-EM na determinagdo de bifentrina justifica-se
pelas propriedades fisico-quimicas do analito, cuja volatilidade e termo estabilidade
favorecem a separagdo cromatografica com alta eficiéncia e resolugdo. O
acoplamento ao espectrémetro de massas amplia a seletividade e a sensibilidade,
permitindo deteccdo em niveis de trago, identificacdo por ions caracteristicos e
quantificacdo robusta mesmo em matrizes complexas. Além disso, a técnica
possibilita analise qualitativa e quantitativa simultdnea com reduzida massa de
amostra, sendo amplamente empregada em investigagoes de residuos de agrotdxicos
e compostos volateis (POOLE, 2004).
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No contexto de analises de residuos agricolas, como agrotoxicos e
solventes, a CG-EM oferece vantagens decisivas, permitindo ndo apenas a
quantificacdo de residuos em baixos niveis (ppm, ppb ou até ppt), mas também a
confirmacao estrutural dos analitos, mesmo na presencga de interferentes da matriz.
Sua aplicagdo é especialmente relevante quando se trabalha com substancias
termicamente estaveis e volateis, como é o caso da bifentrina.

Diversos estudos demonstram a viabilidade da quantificacdo de
bifentrina em matrizes foliares por GC-MS ou detectores seletivos, como em métodos
validados para folhas de cha verde (TEIXEIRA et al., 2025) e em analises de depdsitos
do pesticida em folhas de ervilha utilizando QUEChERS e GC-yECD (HANAFI et al.,
2016). Relatérios regulatérios da EFSA (2022) e de Health Canada (2021) também
descrevem métodos multirresiduos por GC-MS/MS aplicados a folhas e produtos
vegetais. Em soja, estudos de campo avaliam a dissipagao da bifentrina em folhas
apos pulverizagao, principalmente por LC-MS/MS ou GC-MS/MS (ZHANG et al., 2019;
LIU et al., 2020).

No entanto, ndo foram encontrados estudos que abordassem
especificamente a quantificagdo da bifentrina residual aderida a superficie foliar da
soja apos ensaios de resisténcia a lavagem. Assim, o presente estudo apresenta
carater inédito ao integrar experimentos controlados de lavagem com a determinagao
analitica por GC-MS (quadrupolo simples), validado para essa finalidade, ampliando
a aplicabilidade do método para estudos de resisténcia a chuva (rainfastness),
formulacgdes agricolas e dinAmica de residuos na superficie foliar — areas ainda pouco
exploradas na literatura cientifica nacional e internacional.

De forma geral, a técnica CG-EM, constitui-se na literatura como uma
ferramenta essencial para métodos analiticos que exigem confiabilidade e robustez

na identificacdo e quantificagao de tracos de substancias em matrizes complexas.

2.6 VALIDACAO DE METODO ANALITICO

A validagcdo de métodos analiticos constitui uma etapa fundamental
no desenvolvimento e aplicagdo de técnicas destinadas a quantificagcdo ou
qualificagdo de substancias quimicas em diferentes matrizes. Trata-se de um
processo sistematico e documentado que visa demonstrar, com base em evidéncias

experimentais, que um método analitico € adequado para o seu propdsito pretendido,
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assegurando confiabilidade, precisao intermediaria e robustez dos resultados (ABNT
NBR ISSO/IEC 17025).

Do ponto de vista regulatério, a validagédo é obrigatéria quando o
método sera utilizado para controle de qualidade, ensaios de rotina, estudos de
residuos ou monitoramento ambiental (ABNT NBR ISSO 17025:2017), especialmente
em contextos que envolvam registros de produtos, certificagbes ou fiscalizagées. No
Brasil, 6rgdos como a ANVISA (2017), o MAPA (2011) e INMETRO (2020)
estabelecem diretrizes claras para a validagdo de métodos aplicaveis a agrotéxicos e

residuos em produtos vegetais.

Vale ressaltar que embora o Ministério da Agricultura e Pecuaria
(MAPA) estabeleca diretrizes especificas para a validacao de métodos analiticos em
laboratérios oficiais e credenciados — em especial para analise de agrotoxicos — tais
requisitos possuem carater regulatério e sao aplicaveis principalmente a analises
destinadas ao controle oficial, fiscalizagdo, certificagdo e atendimento a programas
governamentais. No entanto, o presente trabalho trata-se de um estudo experimental
académico, cujo objetivo é desenvolver, avaliar e aplicar um método analitico para fins
de pesquisa cientifica, ndo se enquadrando na obrigatoriedade de cumprimento
integral das normas do MAPA. Por isso foram selecionados guias especificos, como
SANTE, ANVISA, INMETRO e Eurachem com o objetivo de assegurar um

atendimento criterioso aos parametros avaliados.

Neste trabalho, a validacdo contemplou os parametros: seletividade,
sensitividade analitica, linearidade, exatidao, precisao, faixa de trabalho, limites de

detecgédo e quantificagdo (LQ/LD), robustez e incerteza.

2.7 REFERENCIAS NORMATIVAS E BIBLIOGRAFICAS

A validagdo do método foi conduzida em conformidade com guias e
normativas reconhecidas. O documento SANTE/12682/2019 orientou a avaliacdo da
seletividade através do efeito matriz e do uso de ponderagdes e ajuste de modelo em
casos de heterocedasticidade na avaliagao da linearidade. A RDC n° 166/2017 da
ANVISA estabeleceu os critérios para limites de detecgao e quantificagéo (LD e LQ),
exatidao, faixa de trabalho e robustez, esta ultima verificada pela variacdo deliberada
da dureza da agua. O INMETRO em DOQ-CGCRE-008/2020 fundamentou a analise
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de residuos na linearidade (analise de regressao) e a estimativa da incerteza padréo,
combinada e expandida, enquanto a sensitividade analitica e a precisdo, foram

definidas de acordo com a Eurachem (2014).

Quadro 1 — Referéncias Normativas x Parametros

Referéncias Normativas Parametro

SANTE Seletividade e Linearidade

ANVISA LQ/LD, Exatidédo, Faixa de Trabalho e Robustez
INMETRO Linearidade e Incerteza

EURACHEM Sensitividade Analitica e Precisao

Fonte: O préprio autor.

Vale lembrar que este estudo possuiu carater exclusivamente académico e
experimental, ndo se enquadrando nas exigéncias regulatérias do MAPA destinadas
a métodos aplicados ao controle oficial. Assim, embora o Ministério disponha de
diretrizes especificas para validagao analitica em ambito governamental, o presente
trabalho adotou guias técnicos selecionados para assegurar rigor metodolégico, sem

a obrigatoriedade de seguir integralmente as normas regulatérias.

2.8 FIGURAS DE LINGUAGEM

2.8.1 Seletividade

A seletividade, também denominada especificidade, corresponde a
capacidade do método em determinar de forma inequivoca o analito de interesse na
presenca de possiveis interferentes, como componentes da matriz, impurezas,
metabdlitos e produtos de degradagao. De acordo com a ICH Q2(R2) (2023), trata-se
da habilidade do método em medir com precisao e exatidao o analito em matrizes
complexas, sendo refor¢gada por diretrizes da ANVISA (2017) e do INMETRO (2020),
que destacam sua importancia especialmente em analises de residuos em matrizes
bioldgicas, ambientais e agricolas.

Um aspecto diretamente relacionado a seletividade é o efeito de

matriz, caracterizado pela influéncia dos constituintes da amostra na resposta
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analitica, podendo causar supressao ou intensificagdo do sinal. Esse fendmeno pode
comprometer a precisado, exatiddo e precisdo intermediaria do método, sendo
dependente da composicdo da matriz e do preparo da amostra. A avaliacdo da
seletividade envolve a comparagao entre amostras em branco, amostras fortificadas
e padrbes do analito, verificando-se a auséncia de interferéncias na regido de
interesse analitico. Em métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de
massas, essa confirmacgao pode incluir a consisténcia do tempo de retencao, a razéo
entre ions monitorados e a auséncia de sinais interferentes. A falta de seletividade
pode levar a quantificacado incorreta do analito, comprometendo a confiabilidade dos

resultados, especialmente em analises regulatorias.

2.8.2 Sensitividade Analitica

A sensibilidade analitica € um parametro fundamental na validacao de
métodos analiticos, especialmente em aplicagcbes que envolvem a quantificacdo de
analitos em matrizes complexas, como alimentos, amostras ambientais, biologicas e
farmacéuticas. De forma geral, a sensibilidade esta relacionada a capacidade do
método em detectar pequenas variacbes na concentracdo do analito, sendo
diretamente associada a inclinagdo da curva de calibracédo (slope). Quanto maior a
inclinagao da curva, maior sera a resposta instrumental para uma mesma variagao de

concentracao, indicando maior sensitividade do método.

A Resposta

Sensitividade = —
A Concentracgao

Do ponto de vista matematico, a sensitividade pode ser expressa

como a razao entre a variacao da resposta analitica e a variagcdo da concentragao do
analito (INMETRO, 2020), sendo normalmente determinada a partir da curva analitica
obtida com padrboes de concentragdo conhecida. Em métodos lineares, esse
parametro tende a permanecer constante ao longo da faixa de trabalho, enquanto em
métodos nao lineares, como modelos polinomiais, a sensitividade pode variar

conforme a concentragao, refletindo a complexidade da resposta instrumental.
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2.8.3 Linearidade

A linearidade é um parametro essencial na validagdao de meétodos
analiticos quantitativos, pois representa a capacidade do método em fornecer
respostas diretamente proporcionais a concentracdo do analito dentro de uma faixa
especifica (ICH, 2023). Sua avaliagdo € realizada por meio da constru¢gao de uma
curva analitica com diferentes niveis de concentragao, aplicando-se regressao linear
para obtengdo da equacgao da reta e do coeficiente de correlagdo (R?), que deve ser
proximo de 1,0 (HARRIS, 2015).

Além do coeficiente de correlacao, a linearidade pode ser avaliada por
critérios estatisticos complementares, como analise de residuos, verificagdo da
homoscedasticidade e uso de regressédo ponderada, especialmente em métodos com
ampla faixa de concentragdo ou em baixos niveis analiticos. Esse parametro pode ser
influenciado por fatores como desempenho instrumental, preparo de amostras,
estabilidade das solugdes padrao e efeitos de matriz, que podem alterar a resposta
analitica (EURACHEM, 2014).

A linearidade deve ser estabelecida dentro da faixa de trabalho do
meétodo, abrangendo as concentragbes esperadas nas amostras reais, sendo
fundamental para garantir a exatidao da quantificacdo. Em técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de massas, sua avaliagao € ainda mais critica devido a
alta sensibilidade dos detectores e a possibilidade de desvios em concentragdes
extremas (SANTE, 2021).

2.8.4 Exatidao

A exatidao € um dos principais parametros na validacdo de métodos
analiticos, representando o grau de concordancia entre o valor obtido
experimentalmente e o valor verdadeiro ou de referéncia. Esse parametro é essencial
para garantir a confiabilidade dos resultados analiticos. De acordo com o INMETRO
(2020), a exatidao deve ser preferencialmente avaliada por meio de materiais de
referéncia certificados; na auséncia destes, utilizam-se ensaios de recuperagao, nos
quais quantidades conhecidas do analito sdo adicionadas a amostra e posteriormente
quantificadas.

A exatiddo € geralmente expressa em termos de recuperagéo
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percentual, sendo, de modo geral, aceitaveis valores entre 80% e 120% para a maioria
dos métodos (ANVISA, 2017), embora esses limites possam variar conforme a matriz,
concentracdo e/ou aplicacdo. Além disso, podem ser aplicados testes estatisticos,
como o teste de Grubbs (1950), para identificagdo de valores discrepantes que
possam comprometer a avaliagdo. A adequada verificagdo da exatidao é fundamental
para assegurar resultados consistentes e confiaveis, evitando erros na interpretagao

dos dados analiticos.

2.8.5 Precisao

A precisdo é um parametro importante na validagdo de meétodos
analiticos, representando o grau de concordancia entre resultados obtidos em
analises repetidas de uma mesma amostra. Ela reflete a dispersédo dos dados em
torno da média, sendo geralmente expressa pelo desvio padrédo (DP) ou pelo desvio
padrao relativo (DPR). A avaliagao da precisao € essencial para garantir que o método
produza resultados consistentes e reprodutiveis ao longo do tempo.

De acordo com o INMETRO (2020) e a ANVISA (2017), a precisao
deve ser avaliada em diferentes niveis, incluindo a repetitividade, que considera
condi¢cdes idénticas de analise, e a precisao intermediaria, que envolve variagdes
como dias, analistas ou equipamentos. Em alguns casos, também pode ser avaliada
a precisao intermediaria, especialmente quando ha necessidade de comparagao entre
diferentes laboratérios.

A precisdo € determinada por meio da analise estatistica dos
resultados obtidos em repeticdes sucessivas, sendo o DP utilizado para expressar a
dispersao absoluta e o DPR para expressar essa variacdo em termos percentuais. Os
critérios de aceitagcdo variam conforme o tipo de método, a matriz analisada e o
objetivo do estudo, devendo estar de acordo com normas especificas. Em analises de
residuos, pode-se utilizar o critério de Horwitz como referéncia adicional para avaliar
a aceitabilidade da precisdo, relacionando o DPR a concentracdo do analito
(HORWITZ, 1982; SANTE, 2021).

Além disso, recomenda-se, em algumas abordagens, a aplicagao de
um fator de corregéo ao valor de Horwitz, tornando o critério mais restritivo e adequado
as condicoes de repetitividade. Dessa forma, a avaliagao da precisao € indispensavel

para assegurar a confiabilidade do método analitico, sendo especialmente relevante
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em areas como controle de qualidade, analises ambientais e estudos de residuos de

agrotoxicos.

2.8.6 Faixa de Trabalho

A faixa de trabalho € o intervalo de concentragdes no qual o método
analitico apresenta resposta diretamente proporcional a concentragéo do analito, com
precisao, exatidao e linearidade adequadas (ICH, 2023). Trata-se, portanto, de um
desdobramento direto da linearidade, sendo um dos parametros criticos na definicdo
da aplicabilidade e da robustez de um método analitico.

Durante o desenvolvimento e validagdto de um método, a
determinacao da faixa de trabalho visa assegurar que a resposta instrumental
permaneca linear dentro dos limites inferiores e superiores de concentracao
esperados para as amostras reais, permitindo quantificagdo precisa e exata ao longo
deste intervalo (EURACHEM, 2014).

A definicao da faixa de trabalho pode envolver:

o Selecdo dos niveis de concentracdo: devem incluir 0 menor e 0 maior nivel
esperado nas amostras, preferencialmente abrangendo o Ilimite de
quantificacao inferior (LQ).

e Construgcdo da curva analitica: com multiplos pontos distribuidos
uniformemente ao longo da faixa pretendida.

e Avaliagdo estatistica da regressdo: através da andlise do coeficiente de
correlagao (R?), residuos, homocedasticidade e, quando necessario, aplicagéo

de ponderagao nos métodos de regressao linear (SANTE/12682/2019).

A faixa de trabalho pode variar amplamente dependendo da técnica
instrumental e do objetivo do método. Métodos para determinagdo de residuos de
agrotoxicos em alimentos e amostras ambientais, por exemplo, frequentemente
exigem faixas que abrangem niveis de trago, enquanto métodos de controle de
qualidade farmacéutico podem operar em faixas superiores (INMETRO, 2020).

2.8.7 Limite de Deteccao e Quantificagao

O Limite de Detecgao (LD) é definido como a menor quantidade de
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analito que pode ser detectada em uma amostra, embora ndo necessariamente
quantificada com exatidao, sendo distinguivel do ruido de fundo do método (ICH,
2023). Ja o Limite de Quantificagédo (LQ) corresponde a menor concentragao que pode
ser determinada com niveis aceitaveis de precisao e exatidao, garantindo resultados
confiaveis (ICH, 2023; ANVISA, 2017). Esses parametros sao especialmente
importantes em analises de residuos, contaminantes e impurezas, nas quais 0s
analitos estédo presentes em baixas concentragdes.

A determinagdo de LD e LQ pode ser realizada por diferentes
abordagens, destacando-se os meétodos estatisticos baseados na curva analitica e
aqueles fundamentados na relagdo sinal/ruido (S/R). Este ultimo é amplamente
utilizado em técnicas instrumentais, como cromatografia e espectrometria, sendo
particularmente util quando os sinais do analito e do ruido sdo diretamente
observaveis em amostras reais.

A relagao sinal/ruido é obtida pela comparacgao entre a intensidade do
sinal do analito e o ruido da linha de base, permitindo o calculo dos limites analiticos
por meio das seguintes expressdes (ABNT, NBR 14029:2016):

3xC Corgr
D=3 S %100 LO == %100
(7)x s s

em que:

LD = Limite de Detecgéo (% m/m);

S ~ . , ~ . ~ T
(E) = Razao entre sinal e altura do ruido da solugdo calibragao mais diluida;

Cs:q = Concentragdo da solugéo calibragéo (3 < % < 10) mais diluida e detectavel, mas
nao necessariamente quantificavel,
C = Concentragdo nominal tedrica da amostra;
LQ = Limite de Quantificagao (% m/m);
Cstq' = Concentragdo da solugdo calibragéo (g > 10) de menor concentragao
detectavel e quantificavel.

De acordo com a RDC n° 166/2017 da ANVISA, os critérios de

aceitabilidade baseiam-se na razao sinal/ruido, sendo o LD associado a uma relagao

minima de 3:1 e o LQ a uma relacédo minima de 10:1. Dessa forma, a adequada
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determinagcao desses parametros € essencial para assegurar a sensibilidade e a
confiabilidade do método analitico, especialmente em aplicagdes que envolvem

baixos niveis de concentragao.

2.8.8 Robustez

A robustez € um parametro importante na validagdo de meétodos
analiticos, pois avalia a capacidade do método em manter sua confiabilidade diante
de pequenas variagdes controladas nas condi¢des operacionais. Esse parametro
garante que mudangas sutis na amostra, como estagio fenoldgico e substrato, ou no
meétodo, como diluentes, solventes e equipamento utilizados ndo comprometam
significativamente os resultados.

Sua avaliacao é conduzida apos a validagao dos demais parametros,
como seletividade, linearidade, LD, LQ, exatiddo e precisao. Consiste em introduzir
variagdes intencionais nos fatores criticos para verificar se o método permanece
estavel. As abordagens podem ser univariadas, alterando um fator por vez, ou
multivariadas, utilizando delineamentos experimentais fatoriais para avaliar multiplos
fatores e suas interagdes simultaneamente.

Guias como RDC n° 166/2017 da ANVISA estabelece que a robustez
€ indispensavel para garantir a confiabilidade dos dados, a reprodutibilidade, precisdo
intermediaria e a consisténcia dos resultados. Quando o método demonstra ser
robusto, assegura-se sua aplicabilidade na rotina laboratorial, mesmo diante de
variagbes operacionais inevitaveis, contribuindo para a seguranga e qualidade dos
processos analiticos.

Neste trabalho, a avaliacao de robustez foi conduzida inicialmente
com variagao da dureza da agua por se tratar de um fator diretamente relevante ao
processo de lavagem foliar e potencialmente impactante na solubilizagdo e remogao
do analito (DARAMOLA et al., 2022). De acordo com as diretrizes citadas (RDC n°
166/2017 da ANVISA) e até mesmo o documento DOQ-CGCRE-008/2016 do
INMETRO, a robustez pode ser avaliada a partir da variacédo deliberada de parametros
criticos selecionados, ndo sendo obrigatdria a investigagcao simultdnea de multiplas
variaveis. Nesse contexto, a dureza da agua foi considerada um fator critico
representativo. Ainda assim, reconhece-se que outras variaveis, como temperatura,

tempo de lavagem, tamanho de gota pulverizada, agitagédo e pH podem influenciar o
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desempenho do método, sendo recomendada sua avaliagao em estudos futuros para

uma abordagem mais abrangente da robustez.

2.8.9 Incerteza

A incerteza de medicao representa um dos pilares fundamentais da
metrologia e da garantia da confiabilidade dos resultados analiticos. De maneira geral,
ela expressa o grau de duvida associado a um resultado obtido, indicando a faixa
dentro da qual o valor verdadeiro da mensurada € plausivelmente encontrado. Assim,
mesmo quando um meétodo é executado sob condi¢des rigorosamente controladas,
sempre existirdo fontes inerentes de variabilidade — instrumentais, operacionais,
ambientais ou relacionadas ao préprio procedimento analitico — que influenciam o
resultado. A quantificacdo dessa variabilidade permite que os resultados laboratoriais
sejam interpretados com transparéncia, rastreabilidade e comparabilidade,
especialmente em contextos regulatérios e cientificos. As incertezas contidas no

trabalho sao:

2.8.9.1 Incerteza padrao

A incerteza padrao € a estimativa da variabilidade associada a um
resultado de medicao, expressa como um desvio-padrao. Segundo o GUM, ela pode
ser obtida por dois caminhos: tipo A, quando deriva da analise estatistica de medi¢oes
repetidas, e tipo B, quando provém de informacdes externas, como certificados de
calibracdo, especificagdes do equipamento ou literatura.

A incerteza padrao é fundamental porque constitui a base para o
calculo da incerteza combinada, que integra todas as fontes relevantes de
variabilidade por meio da lei de propagacgao de incertezas. A partir dessa combinagao,
obtém-se a incerteza expandida, que expressa um intervalo de confianga para o valor
verdadeiro do mensurando. Assim, a determinacao da incerteza padrao é essencial
para demonstrar a confiabilidade e a rastreabilidade dos resultados analiticos,
conforme exigido por documentos como o GUM, DOQ-CGCRE-008 (INMETRO) e a
RDC 166/2017.
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2.8.9.2 Incerteza combinada

A incerteza combinada (uC) resulta do agrupamento de todas as
incertezas padréao identificadas ao longo do procedimento analitico. Conforme o Guia
para a Expresséo da Incerteza de Medigdo (GUM), ela é calculada aplicando-se a lei
de propagacao de incertezas, que pondera cada contribuicdo de acordo com sua
sensibilidade (coeficientes de derivada parcial) no modelo matematico do
mensurando. Dessa forma, a incerteza combinada representa a variabilidade total
acumulada pelas etapas criticas do método e traduz a robustez estatistica do

resultado analitico.

2.8.9.3 Incerteza expandida

A incerteza expandida (U) expressa o intervalo final de confianga
associado ao resultado. Ela € obtida multiplicando a incerteza combinada por um fator
de abrangéncia k, geralmente selecionado para assegurar um nivel de confianca
aproximado de 95% (tipicamente k = 2 ou valores ajustados pelo numero efetivo de
graus de liberdade via método de Welch—Satterthwaite). A incerteza expandida
fornece ao usuario do método uma indicagao clara da faixa dentro da qual o valor
verdadeiro da concentracdo provavelmente se encontra, permitindo a tomada de

decisbes com maior seguranga analitica.
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3 OBJETIVO DE ANALISE

3.1 OBJETIVO GERAL

v Investigar a eficiéncia de diferentes formulagbes de bifentrina na
manutengdo do ingrediente ativo em superficie foliar de soja, com énfase na

resisténcia a remogao por lavagem.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Desenvolver uma metodologia para analise de baixas concentragdes
de bifentrina em superficie foliar de soja (Glycine max), utilizando a técnica de

cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de massas;

v Validar a metodologia nos parametros: exatiddo, precisao,
linearidade, LD, LQ, faixa de trabalho, sensitividade analitica, seletividade, robustez e

incerteza;

v'Avaliar a dindmica de remocao dos produtos em funcdo de suas
formulacdes (EC, SC e WG), de modo a subsidiar decisdes técnicas que favorecam a

escolha mais eficiente e economicamente viavel para a empresa/agricultor.
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4 FUNDAMENTAGAO METODOLOGICA

4.1 MATERIAIS

Filtros PVDF de 0,45um (Whatman);
Vials de vidro com septo de Teflon (Agilent);

La de vidro (Liner).

4.2 SOLVENTES, REAGENTES E PADROES

Agua pluvial;

Agua Padrao (Dureza 20 e 342 mg-L™);

Acetona PA (Sigma-Aldrich);

Padrao analitico de bifentrina, certificado de concentragao conhecida;
Solugao estoque A — [bifentrina] 119,43 mg.L™";

Solugao estoque B — [bifentrina] 5,97 mg.L".

4.3 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica (Mettler-Tolledo), modelo MX105DU/A, Sao Paulo - BR, com
resolucao de 0,01mg, previamente verificada com Pesos padrées (Toledo), e
certificagcao pela Rede Brasileira de Calibragao (RBC) com incerteza padrao (M)
de 0,00001 g (em nivel de 0,005 g), 0,00004 g (em nivel de 0,1,0,5e 1,0Q9) e
0,00006 g (em nivel de 5,0 g);

Balbdes volumétricos de 5, 10 e 100 ml, calibrados e certificadas pela RBC com
incerteza padrao (u) de 03, 04 e 20 uL, respectivamente;

Micropipetas de 200 pL, 1000 pL e 5 ml com volume ajustavel (Brand),
calibrados e certificadas pela RBC com incerteza padrao (u) de 0,3, 0,5 € 4,0
ML, a nivel nominal, respectivamente;

Termdmetro Digital Data Logger modelo Texto Saveris 2 calibrado e certificado
pela RBC com incerteza padréo (u) de 0,1°C a nivel de 15, 23 e 30°C;
Termo-higrémetro digital modelo Simpla THO1 calibrado e certificado pela RBC
com incerteza padrao (u) de 1,9% (a nivel de 40%) e 2,6% (a nivel de 55%);
Banho Ultrassom (Branson) modelo 3800;

Suporte para ancoragem e aplicagao foliar (elaborado pelo autor);
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Borrifador jato spray com goticulas de 100 a 300 uL de diametro;

Incubadora com agitagao Orbital (Tecnal) de 200 rpm, modelo TE-4200;
Cromatdgrafo a gas (Agilent), modelo 7890B, Wilmington — EUA,;

Injetor automatico (Agilent), modelo 7693;

Seringa cromatografica de 10 yL. PN: 9301-0713;

Linner Ultra Inert Splitless sem divisdo, cone unico com volume de 900 uL. PN:
5190-2293;

Coluna capilar HP5-MS (Agilent), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 uym de espessura de filme. PN:19091S-433;

Detector espectrébmetro de massas (Agilent), modelo 5977A, Wilmington —
EUA, single quadrupole, 1 a 800 m/z;

Software para aquisi¢ao e tratamento dos dados: OpenLab CDS.

4.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

4.4.1 Injegao

As condi¢des adotadas para a etapa de injegao foram definidas em

laboratorio com o objetivo de maximizar a eficiéncia da introdu¢do da amostra no

sistema, garantindo a integridade do analito (evitando a degradacao) e a precisao

intermediaria dos resultados. Optou-se pelo modo de injecao sem divisor de fluxo

(splitless), tendo em vista sua eficacia para amostras em baixa concentragao,

permitindo que todo o volume injetado seja direcionado a coluna capilar durante o

tempo de purga controlado, contribuindo ao sinal analitico. Estdo detalhadas as

condigcbes especificas utilizadas:

Modo: Splitless;

Fluxo de purga p/ ventilagdo do split: 10 ml/min em 4 minutos
Volume: 1 pL;

Temperatura: 280 °C;

Fluxo de Purga do Septo: 3 ml/min.

4.4.2 Coluna

No presente estudo, devido a caracteristica da amostra, foi
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selecionada uma coluna capilar para a analise de compostos organicos volateis que
atende uma ampla faixa de polaridade dos analitos. Em conjunto a isso, foi
selecionado um gas de arraste inerte, sendo este eficiente e compativel com

detectores de espectrometria de massas:

o Fase estacionaria: coluna de silica fundida contendo 5% de fenil-
dimetilpolissiloxano (baixa polaridade);

o Fase movel (gas de arraste) Hélio: 2 ml/min.

4.4.3 Forno

O programa de aquecimento do forno do cromatégrafo foi
estabelecido de forma univariada, buscando promover uma separacao eficiente e
adequada dos analitos no menor tempo possivel, sem comprometer a resolucéo dos
picos cromatograficos. A rampa de temperatura adotada permite uma elui¢cao rapida
dos compostos de interesse, enquanto o tempo de espera no final da corrida assegura
a limpeza da coluna e a estabilizagcdo do método antes da préxima injegao. As

condigdes empregadas foram:

e Inicio: 150 °C;

« Rampa: taxa de 75 °C/min até 280 °C;
e« Tempo de espera: 10 min;

e« Tempo de corrida: 12 min;

e Poés corrida: 150 °C;

e« Tempo de espera: 2 min.

4.4 4 Linha de Transferéncia CG-EM

A linha de transferéncia entre o cromatografo de gases e o
espectrédmetro de massas desempenha papel fundamental na conducéo eficiente dos
analitos eluidos da coluna até a fonte de ionizacdo do detector. Para evitar a
condensagao dos compostos volateis e preservar a integridade do sinal analitico, a
temperatura da linha foi mantida elevada — em consideragdo a temperatura de

separagao — e constante ao longo de toda a analise. A condi¢gdo adotada foi:
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e Temperatura: 300 °C.
4.4.5 Detector EM

As condicbes de detecgdo dos compostos foram realizadas por
espectrometria de massas, de forma univariada, utilizando um sistema de ionizagao
por impacto eletrénico, que promove a fragmentagdo dos analitos a partir do
bombardeamento com elétrons de alta energia. Para garantir a eficiéncia da ionizagao
e a estabilidade na analise, foram estabelecidas temperaturas controladas na fonte e
no analisador quadrupolar, além da aplicacdo de uma tensado de 70 eV — valor
convencionalmente adotado em espectrometria de massas por produzir espectros de
fragmentacao reprodutiveis e compativeis com bibliotecas de referéncia, além de
garantir a formagéo eficiente de ions moleculares e fragmentos diagnosticos. As

condicdes aplicadas no detector foram:

e Temperatura do quadrupolo: 150 °C;

o Temperatura da fonte: 280 °C;

e Tensédo da fonte: 70 eV;

e Varredura de massas (modo scan): 50 a 600 m/z;

« lons de Monitoramento (modo SIM): 181 m/z e 165 m/z.

4.5 PREPARO DE SOLUCOES PADRAO

Inicialmente foram preparados dois padrées analiticos, denominados
solucao estoque A e solucido estoque B. Para o preparo da solugao estoque A, foi
pesada uma massa de 12,2 mg do padrdo de bifentrina, com teor de pureza de
97,89%, a qual foi transferida para um baldo volumétrico de 100 ml e posteriormente
avolumada com acetona até o menisco. Em seguida, para o preparo da solugao
estoque B, foi retirada uma aliquota de 5,0 ml da solucdo estoque A, utilizando-se
micropipeta de volume variavel, e transferida para um baldo volumétrico de 100 ml,
sendo também completado o volume com acetona.

A partir da solucao estoque B, foram preparadas outras sete solugdes
padrdo (pontos da curva), abrangendo diferentes niveis de concentracédo. Para o
preparo dessas solugdes, volumes especificos da solucdo estoque B foram

transferidos para baldes volumétricos, com capacidades de 100 ml, 25 ml, 10 mle 5
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ml, de acordo com a concentracao final desejada. Em seguida, o volume de cada
baldo foi completado com acetona. As condigdes de preparo de cada solugéo estao

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentragao dos padrdes analiticos

Solucao Aliquota Baldo volumeétrico (ml) COncent[?géo
(mg:L™)

Estoque A 12,2 mg de padrao 100 119,43

Estoque B 5,0 mldo estoque A 100 5,97
1 108,8 uL do estoque B 25 0,0260
2 736,8 uL do estoque B 25 0,1760
3 545,8 L do estoque B 10 0,3260
4 797,0 uyL do estoque B 10 0,4760
5 524,2 uL do estoque B 05 0,6260
6 649,8 pL do estoque B 05 0,7760
7 775,4 uL do estoque B 05 0,9260

Fonte: O préprio autor.

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

A adequada escolha dos insumos para o plantio, o acondicionamento
e tratamento das amostras visaram garantir a representatividade do material
analisado, minimizando interferéncias e assegurando a integridade das substancias
de interesse ao longo do processo.

No presente estudo, foram adotados protocolos padronizados com o
objetivo de assegurar a uniformidade das etapas experimentais, desde a coleta até a

analise instrumental.

4.6.1 Coleta das Amostras

4.6.1.1 Semeadura

Com intuito de se implementar a metodologia em Casa Vegetacao, foi
realizada a semeadura das sementes de soja (figura 2) em condigdes controladas de
temperatura (25 °C) e irrigagédo por gotejamento constante de um emissor a 1,6 L/h

para plantios de soja. O plantio consistiu na semeadura de trés plantas de soja,
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pertencentes a mesma jardineira, com distanciamento proximo de 10 — 15 centimetros

entre cada planta.

Figura 2 — Semeadura das sementes de soja

Fonte: O préprio autor.

4.6.1.2 Crescimento

Foi realizado o monitoramento do plantio (a cada dois dias) durante o
periodo de crescimento da planta, objetivando-se o crescimento por aproximadamente
50 dias (fase reprodutiva R4 — aplicagéo definitiva), onde é dado o inicio do periodo

de maior ocorréncia de percevejos no plantio de soja.

4.6.1.3 Amostragem

Apds os periodos de 50 dias, foi realizada a amostragem (destaque
do foliolo) de um unico trifélio de cada planta uma das trés plantas (trés trifélios, nove
félios) em dois dias distintos e consecutivos (totalizando trés plantas, seis trifélios e
dezoito félios), localizados a uma altura intermediaria do ramo (aproximadamente 35
a 45 cm do solo) sendo realizado cuidadosamente por meio do corte do peciolo para
obtengéo dos fdlios individualizados de tamanho e idade semelhantes (figura 3).

Figura 3 — Trifélio composto por trés félios



50

Fonte: O préprio autor.

4.6.2 Armazenamento e Conservacgao

Logo apds o destaque dos folios, cada unidade foliar foi submetida a
um procedimento de acondicionamento especifico, conhecido como “método de folhas
destacadas”. Os nove félios foram posicionados sobre Iaminas de vidro e envolvidos
com algodao umedecido, dispostos em nove placas de Petri diferentes, com
dimensdes de 90x15 mm, previamente preparadas com uma fina camada de algodéo
e papel filtro também umedecidos, sendo transportados diretamente ao laboratdrio de
analise (figura 4). As condigdes ambientais de registro foram: Temperatura 22,0 °C e

umidade em 41%.

Figura 4 — Fdlio posicionado sobre laminas de vidro, envolvido com algodéo.
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Fonte: O proprio autor.

A utilizacdo da lamina de vidro teve como finalidade evitar o contato
direto entre o foliolo e o papel filtro, prevenindo, assim, o excesso de umidade e o
consequente encharcamento e apodrecimento do tecido vegetal. Esse procedimento
foi adaptado com base na metodologia proposta por Kamikoga (2001), que descreve
tal cuidado como essencial para a preservagao da integridade fisiolégica das folhas
destacadas.

Conforme evidenciado por Reis e Kimati (1974), o método de folhas
destacadas permite a manutengdo da viabilidade das folhas de soja por periodos
prolongados — podendo chegar ha mais de setenta dias — permitindo, inclusive, a
formacgao de raizes a partir das estruturas foliares, dependendo das condi¢cbes e do

tempo de cultivo.

4.6.3 Preparo da Calda

As amostras foram diluidas seguindo as orientacbes técnicas
recomendadas na bula dos produtos, de modo a reproduzir as condi¢des de aplicagao
utilizadas no cultivo de soja. Tal procedimento visou garantir que as concentragbes
empregadas fossem representativas das praticas realizadas em campo, assegurando,
assim, maior fidedignidade aos resultados obtidos.

Dessa forma, para cada modal de formulagao foi preparado 100mL de
calda, utilizando-se aguas com dureza de 20 mg-L™" e 342 mg-L™", contemplando,
assim, as possiveis variagdes nas caracteristicas da agua comumente utilizadas em
aplicagdes agricolas.

A diluigdo e preparo das caldas ocorreram da seguinte forma:

« Calda 01: Suspenséao Concentrada (SC): 0,16% (m/v);
« Calda 02: Concentrado Emulsionavel (EC): 0,10% (m/v);
o Calda 03: Granulos Dispersiveis em agua (WG): 0,50% (m/v).

4.6.4 Aplicacao

Realizou-se, inicialmente, a tara da balanga com o conjunto formado

pela placa de Petri e o respectivo foliolo. Os folios foram posicionados a um suporte
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improvisado (figura 5), garantindo o minimo contato da unidade foliar com a superficie

da bancada, evitando perca da aplicagcéo por adsorgéo.

Figura 5 — Folio em suporte improvisado para aplicagdo dos formulados

N

-

s |

Fonte: O préprio autor.

Posteriormente, procedeu-se a aplicagao dos modais a cerca de 40
cm de distancia entre o pulverizador manual e o félio. Posteriormente foi realizada a
pesagem do félio com o inseticida aplicado. Dessa forma, a quantificagcdo da massa
de produto aplicado foi feita por diferenga, através da massa na balanca analitica
antes e pos a tara do conjunto, possibilitando o controle da quantidade depositada
sobre cada amostra foliar. Apds a aplicagao, aguardou-se um periodo aproximado de
uma hora e meia para a completa secagem do inseticida na superficie das folhas.

A aplicagao da calda foi conduzida nas trés formulacdes de estudo,

orientando-se nos seguintes valores tedricos:

e Aplicagéo da calda 01: Suspensao Concentrada (SC): ~135,45 mg
e Aplicagao da calda 02: Concentrado Emulsionavel (EC): ~131,79 mg
e Aplicagao da calda 03: Granulos dispersiveis em agua (WG): ~42,32 mg

A distincdo das massas aplicadas entre os modais de formulacao
justificou-se através das diferentes concentragdes de bifentrina presente em cada tipo
de formulacdo, de modo a assegurar que, ao final do processo, a quantidade de

ingrediente ativo depositada por unidade foliar fosse proxima de ~1,50 mg-L™" (m/V)
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entre os tratamentos.

Figura 6 — Esquema representativo simplificado de aplicagdo (dia 1)

Félio0l —>» EC
Planta 01 Trifélio OIAE Félio02 —» SC  Aplicagéo 01

Folio03 —» WG

—— Folio0l —» EC
Planta 02 Trifolio02 ————— Félio02 —» SC  Aplicacdo 02
L F6lio03 —» WG

Féliool —» EC
Planta 03 Trifolio 03{ Félio02 —» SC  Aplicacdo 03

Félio03 —» WG

Legenda: EC: Concentrado Emulsionavel, SC: Suspenséo Concentrada, WG: Granulos dispersiveis;

Fonte: O préprio autor.

Cada tipo de formulacdo foi aplicado a um fdlio distinto, porém
pertencente a uma mesma folha (trifélio), para cada uma das trés plantas, de modo a
garantir a uniformidade morfoldgica (idade, tamanho, altura (localizagdo) na planta...)
entre as unidades experimentais e, assim, permitir uma avaliacdo comparativa do
desempenho de cada formulagdo sobre superficies foliares com caracteristicas
semelhantes. O processo de aplicagao foi realizado em dois dias distintos, sendo
triplicata para cada modal, totalizando seis aplicacbes para cada formulacdo. A
aplicacao simplificada (referente a um dia) é representado na figura 6. As condi¢des
ambientais de registro no momento da aplicagao e secagem do produto foram de 22,2

°C e umidade em 41%.

4.6.5 Procedimentos de Lavagem e Extracao

Apods a completa secagem dos produtos na superficie foliar (figura 7),
os folios foram submetidos a duas etapas sequenciais e distintas de lavagem, com o

objetivo de quantificar a fragao superficial do inseticida removido.

Figura 7 — Folios em processo de secagem apos aplicagao dos formulados
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Fonte: O préprio autor.

A primeira lavagem foi realizada através da imerséo do félio em 50 ml
de agua pluvial, sendo o material agitado (agitagdo orbital) em incubadora por 25
segundos a 200 rpm. Apds a agitagao, removeu-se a folha da solugao, encaminhando
a solucao de lavagem para a refrigeracao a 5°C. Esta etapa corresponde a chamada
Solugéo de Lavagem, voltada a remogao da fragéo do ativo em agua, presente sobre
a cuticula. O mesmo fdlio foi entdo destinado para a segunda etapa.

A segunda etapa, denominada Lavagem Residual, foi conduzida com
50 ml de acetona, utilizando as mesmas condigbes de agitacdo, porém por 15
segundos. Apds a agitagédo, removeu-se a folha da solugao, descartando-a. A solugéo
de lavagem residual foi destinada entao para a refrigeracéo a 5°C.

A escolha do tempo de exposi¢cao ao solvente organico baseou-se em
estudos (HAGEDORN et al.,, 2017, p. 2347) que demonstram que compostos
presentes na superficie foliar da soja apresentam solubilidade constante quando
imersos em solventes organicos especificos por aproximadamente 10 segundos.
Tempos superiores a 30 segundos, tendem a promover a extragdo de compostos
intracuticulares o que n&o é desejavel neste estudo, uma vez que o composto em
avaliagdo n&o possui agao sistémica.

A refrigeragcédo da solugao (5°C) se justificou devido a alta volatidade
do solvente, evitando percas durante o processo analitico.

Foi realizada a pesagem em balanga analitica de aproximadamente
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2.500 mg das solugdes de lavagem e residual diretamente em baldes volumétricos de
5 ml, completando-se o volume até o menisco com acetona PA. As solugbes amostrais
foram submetidas a sonicacdo em banho ultrassénico por um periodo de 3 minutos,
com o objetivo de promover a homogeneizagdo das amostras. Apos a sonicagéo,
aguardou-se a estabilizagao térmica a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram filtradas por meio de membranas de polivinilideno difluoreto (PVDF)
com porosidade de 0,45 ym. Os extratos obtidos foram transferidos para frascos de
vidro tipo vial, os quais foram devidamente fechados e encaminhados para a analise

instrumental.

4.6.6 Etapas Criticas e Cuidados

Durante o processo de destaque das folhas, atentou-se ao isolamento
adequado do peciolo, utilizando-se algodao umedecido, imediatamente apos o corte.
Tal procedimento foi essencial para prevenir a perda de agua pela folha, uma vez que
falhas no isolamento comprometeram a integridade hidrica do tecido foliar,
ocasionando seu murchamento e, consequentemente, interferindo na qualidade e na
representatividade da amostra.

Durante o processo de aplicagdo atentou-se visualmente a
distribuicdo homogénea das goticulas sobre a superficie foliar, de modo a evitar o
acumulo localizado do produto. Em testes iniciais do estudo, quando a distancia entre
aplicador x félio ainda ndo havia sido definida, a distribuicdo inadequada resultou em
tempos distintos de secagem entre as diferentes areas da folha, ocasionando um
tempo total maior de secagem do produto aplicado devido a redugao da superficie de
contato durante a secagem, o que comprometeu a uniformidade do procedimento e
ocasionou variagdes metodoldgicas entre as formulagdes avaliadas.

Outro ponto importante ocorreu durante o processo de pesagem. Foi
necessario que este processo fosse conduzido de forma rapida e eficiente, utilizando-
se recipientes fechados e aplicando-se a técnica de pesagem por diferenca, na qual
o frasco contendo o solvente era pesado antes e apds a retirada da aliquota desejada,
além de resfriamento na temperatura do solvente (5°C). A adogéo desses cuidados

mostrou-se indispensavel para garantir a precisao e a confiabilidade das analises.



56

4.7 TRATAMENTO DOS DADOS

4.7.1 Processamento e Registro dos Resultados

ApOs a aquisigao instrumental, os dados analiticos foram submetidos
a tratamento sistematico, incluindo integracéo de picos, corregdo da linha de base,
exclusao de artefatos e verificagdo manual das respostas, com o objetivo de minimizar
interferéncias provenientes de ruido instrumental, coeluigdo e instabilidades da linha
de base.

As areas dos picos cromatograficos foram registradas em planilhas
eletrénicas previamente validadas, contendo mecanismos automaticos de verificagao,
como conferéncia de duplicatas, calculo de desvios relativos e identificagao de valores
discrepantes, garantindo maior confiabilidade e padronizagdo dos registros.

Os dados foram entédo processados conforme o protocolo estatistico
de validagao, sendo aplicados calculos de média, desvio padrao e desvio padrao
relativo (RSD), além de testes estatisticos, como Grubbs e avaliacdo de
homogeneidade de variancias, quando necessario.

Esse procedimento permitiu a organizagao sistematica dos resultados
em tabelas especificas, facilitando a analise, comparagao com critérios normativos e

assegurando a qualidade e consisténcia dos dados obtidos.

4.7.2 Software e Ferramentas Estatisticas Utilizadas

4.7.2.1 Aquisicao e tratamento dos dados — openlab CDS (Agilent)

A aquisicao instrumental dos cromatogramas e espectros foi realizada
por meio do software OpenLab CDS (Agilent Technologies), que se configurou como
a principal ferramenta de interface entre o cromatografo/espectrébmetro e o

pesquisador. Esse sistema permitiu:

o Aintegracédo automatica dos picos cromatograficos;

o O ajuste e correcao de linha de base;

e A extragdo das areas dos picos e das intensidades dos ions monitorados;

e A geragédo de relatérios brutos contendo as informag¢des necessarias para

posterior avaliagao estatistica.



o7

Além disso, o OpenLab assegurou rastreabilidade de cada analise,
vinculando amostras, condi¢gdes instrumentais e replicatas, o que reforcou a

confiabilidade dos resultados e a possibilidade de auditoria futura.

4.7.2.2 Tratamento estatistico — microsoft excel

Os resultados extraidos do OpenLab foram posteriormente
organizados e processados em planilhas no Microsoft Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, EUA), estruturadas especificamente para atender as demandas do

presente estudo. O software foi empregado para:

o Calculo de médias, desvios-padrao e desvios relativos (RSD%);

« Analise de repetibilidade e precisdo intermediaria;

o ANOVA;

o Ajustes de regresséo linear e polinomial, incluindo ponderagdes (ex.: 1/x, 1/y?);

« Estimativa do erro padrao da regressao (Sy/x) e analise de residuos;

o Aplicacido de testes estatisticos, como o teste de Grubbs para deteccédo de
valores discrepantes;

o Calculos de LQ e LD;

o Calculo da equagao de Horwitz;

o Construgcao de graficos e tabelas dindmicas que facilitaram a interpretacao
visual dos resultados.

e Planejamento Fatorial.

O uso do Excel também permitiu a padronizacao dos calculos por
meio de férmulas automatizadas, reduzindo o risco de falhas manuais e garantindo

maior eficiéncia no tratamento dos dados.

4.8 CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO

O controle de qualidade interno foi realizado por meio do
monitoramento periddico das condi¢cdes de funcionamento dos equipamentos, com
registros de calibracdo em conformidade com os Procedimentos Operacionais Padrao
(POP’s) do laboratério, além de verificagdes intermediarias que séo realizadas

diariamente, como no caso das balancas analiticas.
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Todas as anadlises foram realizadas com amostras em duplicata,
incluindo amostras fortificadas para avaliagdo da recuperagao e amostras em branco
para monitoramento de possiveis contaminacdes.

Além disso, durante a conducao dos experimentos, monitoraram-se
as condicbes ambientais do laboratério, com especial atengao ao controle da
temperatura 23 °C £ 3 °C e a observagdo da umidade em 40% + 3%, de modo a
garantir a estabilidade das analises e evitar discrepancias significativas entre os

diferentes dias de execucgao.

4.9 JUSTIFICATIVA DA ESCOLHA DO METODO

Tendo em vista que os produtos sao diluidos e aplicados em
concentracbes extremamente baixas — frequentemente na ordem de partes por
milhdo (ppm) ou até mesmo partes por bilhdo (ppb) —, foi essencial selecionar uma
metodologia analitica capaz de detectar e quantificar, com elevada sensibilidade,
precisao e confiabilidade, os residuos de bifentrina presentes nas superficies foliares
apos o processo de remogao por lavagem, atendendo aos critérios de aceitagcao de
guias nacionais e internacionais.

Nesse contexto, embora ensaios com chuva simulada controlada
(mm/h) sejam amplamente utilizados para avaliar a lavagem de agrotoxicos, optou-se,
neste estudo, pelo método de imersdo com agitagcdo como abordagem experimental.
Essa escolha foi fundamentada principalmente na necessidade de garantir maior
controle experimental e padronizagao das condi¢des de lavagem, aspectos essenciais
quando se trabalha com analitos em niveis traco, como ppm e ppb, especialmente
considerando as limitagdes estruturais e instrumentais associadas a simulagado de
chuva em laboratério.

Sistemas de chuva simulada requerem controle rigoroso de variaveis
como intensidade pluviométrica (mm/h), distribuicdo e tamanho de gotas, além da
energia cinética, fatores que podem introduzir elevada variabilidade experimental caso
nao sejam cuidadosamente ajustados. Por outro lado, o método de imersédo com
agitacao proporciona condigées mais homogéneas de contato entre a superficie foliar
€ 0 meio aquoso, reduzindo a variabilidade experimental e contribuindo para maior
precisdo e exatidao analitica dos resultados obtidos.

Do ponto de vista comparativo, a metodologia adotada permite uma
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avaliacao consistente da resisténcia relativa a lavagem entre diferentes formulagdes,
que constitui o principal objetivo deste estudo. Assim, ainda que o modelo de imersao
nao reproduza fielmente as condi¢gdes naturais de precipitacdo, ele se mostra
adequado para estudos de triagem e comparagdo entre tratamentos, sendo
amplamente aceito em etapas iniciais de avaliagao.

Contudo, reconhece-se como limitagcdo que o método de imersao
pode superestimar o processo de remocao do ativo, uma vez que promove contato
continuo e uniforme com o solvente, diferentemente da chuva natural, que ocorre de
forma intermitente e com dindmica dependente da intensidade pluviométrica. Dessa
forma, os resultados obtidos devem ser interpretados como representativos de uma
condicdo experimental padronizada, nao refletindo diretamente cenarios ambientais
reais.

Portanto, embora o método n&o reproduza integralmente as
condicbes ambientais, ele se mostra adequado aos objetivos propostos, fornecendo
dados robustos e confiaveis para comparacido entre formulagdes. Estudos futuros
poderdao complementar esses achados por meio da utilizacdo de sistemas de chuva

simulada, possibilitando maior aproximagéo das condi¢gdes de campo.

4.10 VERIFICACAO DE DESEMPENHO INSTRUMENTAL

No presente estudo, foi realizado a verificagdo do desempenho
instrumental do espectrémetro de massas por meio do procedimento de auto tune,
com infusdo do composto padrao perfluorotributilamina (PFTBA). Essa etapa foi
essencial para assegurar que o sistema analitico estivesse operando dentro dos
parametros de desempenho estabelecidos, garantindo a precisdo das medigdes € a
confiabilidade dos dados gerados ao longo das analises.

A escolha da PFTBA como padrdo de ajuste se deve as suas
propriedades fisico-quimicas favoraveis, como elevada estabilidade térmica,
adequada volatilidade e a capacidade de produzir fragmentos idbnicos bem distribuidos
ao longo da faixa de analise de razdo massa/carga (m/z), com valores de referéncia
bem definidos. A infusdo automatizada desse composto possibilitou o ajuste fino das
variaveis criticas do sistema, incluindo o alinhamento do eixo de massa e a resposta

do detector, assegurando a correta atribuicao dos picos idnicos no espectro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CALIBRACAO E CURVA ANALITICA

5.1.1 Construcdo da Curva Analitica

A construgdo da curva analitica foi uma etapa essencial no
desenvolvimento e na validagcdo do método analitico, pois foi a partir dela que se
estabeleceu a relacdo entre a resposta fornecida pelo equipamento e as
concentracdes conhecidas do analito por padronizacédo externa. Essa correlacido é o
que possibilitou, posteriormente a quantificacdo dos compostos presentes nas
amostras analisadas, garantindo que o método empregado produzisse resultados
consistentes.

Para a construgdo da curva, foram injetados sete pontos,
correspondentes a solugdes padrdo apresentadas na sessdo 4.5 “Preparo de
Solugbes Padrao”, abrangendo a faixa de trabalho do método. Cada ponto foi
analisado em duplicata, a fim de garantir maior confiabilidade e reduzir a variabilidade

experimental. Os resultados sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Dados da curva analitica: area e concentracdo dos padroes

Solugéo Concentragio (pg-L™") Area (Média + DP)
1 26,00 3.035,47 + 58,26
2 176,00 17.990,38 + 66,34
3 326,00 32.688,58 = 242,56
4 476,00 51.785,57 +1.539,10
5 626,00 64.492,46 £ 2.098,00
6 776,00 86.896,56 +4.740,10
7 926,00 112.257,20 + 2.956,60

Legenda: DP = Desvio Padréo

Fonte: O préprio autor.

Além dos parametros tradicionais de ajuste da curva, uma analise de
residuos foi utilizada como ferramenta complementar para avaliar a qualidade do
ajuste do modelo, minimizando efeitos de heterocedasticidade detectados durante o
processo de validagao.

Dessa forma, as respostas instrumentais obtidas foram devidamente
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processadas e registradas, possibilitando a construgdo do grafico de calibragao, com
ajuste quadratico e aplicagdo de ponderagao 1/Y2 No gréafico 1, as concentragdes
conhecidas foram inseridas no eixo X, enquanto as respostas analiticas
correspondentes foram representadas no eixo y. Detalhes adicionais sobre o

tratamento estatistico podem ser encontrados na sec¢ao 5.2.3 Linearidade.

Grafico 1 — Curva Analitica Quadratica Ponderada (1/Y?)
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Fonte: O proprio autor.

5.1.2 Equacéao de Regresséo e Correlagao

A equacao de regressao, obtida por meio do método dos minimos
quadrados, tem como objetivo descrever matematicamente a relacdo entre uma
variavel independente (concentragdo do analito) e uma variavel dependente (area
cromatografica). O modelo de regressao quadratico adotado, refletiu com fidelidade o

comportamento dos dados observados dentro da faixa de trabalho estabelecida.
Equacéao de regresséao: 0,02616x* + 91,51x + 644

O coeficiente de correlagao (r) e o coeficiente de determinagao (R?),
sao utilizados para expressar a forga e a qualidade da associagcao entre as variaveis
em estudo. Esses parametros permitem verificar o grau de linearidade da curva e,
consequentemente, a confiabilidade do modelo ajustado. Um valor de R? préximo de
1, por exemplo, indica que a maior parte da variagcdo na resposta instrumental pode
ser explicada pela variagdo na concentracdo do analito, o que reforca a adequacéao
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do modelo estatistico empregado.
Coeficiente de correlagao (r): 0,999
Coeficiente de determinagao (R?): 0,998

O erro de regressao (Sy/x), por sua vez, representa a estimativa do
desvio padrao dos residuos de um modelo de calibragdo. Ele indica o quao proximos
os valores experimentais estao dos valores preditos pela regressdo: quanto menor o
S, melhor o ajuste.

Erro de regressao (Sy/x): 0,042

Dessa forma, a adogdao de um modelo de regressao nao linear
(quadratico), em conjunto com estratégias de ponderacao estatistica, configurou-se
como uma abordagem analiticamente criteriosa a calibragdo, proporcionando
resultados precisos e exatos ao método aplicado, especialmente diante da faixa de

concentracao relativamente ampla adotada.

5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A validagdo do método analitico foi conduzida de acordo com
diretrizes nacionais (ANVISA, 2017 e INMETRO, 2020) e internacionais (SANTE,
2017, 2019, 2021 e Eurachem, 2014) de validagao, assegurando a confiabilidade e
aplicabilidade do procedimento desenvolvido. Para tanto, foram avaliados e definido
os parametros de seletividade, limite de detecg¢ao (LD), limite de quantificagao (LQ),
linearidade, sensitividade analitica, exatidao, precisao, incertezas

padrao/combinada/expandida, robustez e faixa de trabalho.

5.2.1 Seletividade

O teste de seletividade foi avaliado com base em dois critérios
complementares: a variagdo das intensidades relativas dos ions monitorados e a
avaliagao do efeito de matriz. A avaliacdo das intensidades permitiu confirmar a
identidade do analito por meio da consisténcia das razdes de area entre ions
quantificador e qualificadores, enquanto o estudo do efeito de matriz assegurou que

nao ocorressem interferéncias provenientes dos componentes da amostra capazes de
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comprometer a quantificacdo. Na figura 8 sdo apresentados os cromatogramas
obtidos, sendo (A)TIC seguido pelas razbes massa/carga (B)SIM(165) e (C)SIM(181):

Figura 8 — Perfil Cromatografico: Solvente de diluicdo puro (Acetona PA)

respostarelativa[%]

respostarelativa[%)]

Legenda: A: (TIC): ions Totais; B: (SIM165): lons 165 Selecionados; C:
(SIM181): lons 181 Selecionados

Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.

A andlise do cromatograma do solvente de diluigdo (figura 8)
correspondente ao branco de solvente, evidenciou auséncia de picos significativos no
tempo de retencdo caracteristico da bifentrina (= 84 — 8,6 min), tanto no
cromatograma total de ions (TIC) quanto nos ions monitorados em modo SIM (m/z
165 e 181). O perfil observado apresentou uma discreta elevacéo da linha de base,
sem configuragao de pico definido, o que é atribuido a configuragdo Timed selective
efluente transfer (TSET) do método, que estabelece o tempo de entrada (~8,1 min) e
saida (~9,4 min) da amostra no MS, evitando sobrecarga do detector.

A seguir é apresentado o cromatograma correspondente a analise da

lavagem superficial da folha (lavagem residual), na auséncia do analito (Figura 9).

Figura 9 — Perfil Cromatografico: Extrato de lavagem (Acetona + Folha)



Fonte: Software Agilent OpenlLab CDS.
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O cromatograma do extrato de lavagem (figura 9), apresentou linha

de base estavel e auséncia de picos relevantes no intervalo de retengdo monitorado,

evidenciando que néo ha interferentes detectaveis pelo método. Os canais SIM e TIC

mantiveram-se uniformes, sem oscilagcdes significativas no tempo de retengcdo do

ativo. Esses resultados demonstram que o solvente utilizado na lavagem superficial

nao contribuiu para a resposta instrumental, assegurando a seletividade do método

analitico.

A seguir é apresentado o perfil cromatografico referente a solugao

padrao de bifentrina (Figura 10)

Figura 10 — Perfil Cromatografico: Solugéo padréo (Acetona + Bifentrina)
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Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.

O cromatograma da solugao padrao (Figura 10) apresentou um pico
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bem definido no tempo de retencdo de aproximadamente 8,5 min, correspondente a
bifentrina (Figura 10). A resposta foi observada de forma consistente no TIC e
confirmada pelos ions monitorados em modo SIM (m/z 165 e 181).

A seguir é apresentado o perfil cromatografico correspondente a
solugdo amostra (Figura 11), composto pelo solvente de diluicdo (acetona), agua +

bifentrina (solugao de lavagem).

Figura 11 — Perfil Cromatografico: Solugdo amostra (Acetona + Agua + Analito)
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Legenda: A: (TIC): ions Totais; B: (SIM165): ions 165 Selecionados;
C: (SIM181): ions 181 Selecionados
Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.

O cromatograma das amostras também apresentou um pico bem
definido no tempo de retengédo de aproximadamente 8,5 min (Figura 11), coincidente
com o padrao de bifentrina. A resposta foi também consistente no TIC e confirmada
pelos ions monitorados em modo SIM (m/z 165 e 181). A seguir é apresentado os
testes de Intensidade Relativa e Interferéncia de matriz para confirmacgao definitiva da

seletividade do método.
5.2.1.1 Intensidades relativas

Para avaliagao da seletividade do método foi realizado uma analise
inicial de varredura em modo SCAN da amostra do padrao de bifentrina (626ppb) em
solvente (acetona). Foi observado os ions de maiores intensidades para serem

compostos no método como ions Qualificadores e Quantificadores (Figura 12).

Figura 12 — Solucdo Padrdo modo SCAN (ion Base)
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Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.

ApOs a selegdo dos ions, foi realizado uma analise comparativa entre
os cromatogramas obtidos para o padrdao de bifentrina e para as amostras
provenientes da superficie foliar, considerando as duas matrizes de diluicao testadas
(agua e solvente). Além da verificagao do tempo de retencéo caracteristico do analito,
procedeu-se ao monitoramento do ion quantificador (m/z 181) e do ion qualificador

(m/z 165), sendo posteriormente calculada as razdes de intensidade entre eles.

Figura 13 — Fragmentacao da Bifentrina
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Fonte: BUCHWEITZ; MADER; LEHNER (2018). Adaptado de.

A figura 13 apresenta os locais de clivagem da molécula de bifentrina
responsaveis pela formacdo dos ions m/z 181 e m/z 166, ambos provenientes da
porcao bifenilica. A fragmentacao da bifentrina em ionizagdo por impacto eletrénico
(El) segue padrdes tipicos de piretroides, envolvendo clivagem da ligagao éster e
formacdo de fragmentos aromaticos estaveis, especialmente da porcao bifenilica,
originando ions caracteristicos como m/z 181, 166 e 165 (MUELLER et al., 2008;
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NIST, 2020). O ion m/z 165 pode ser atribuido a rotas secundarias de fragmentacéo,
incluindo perdas neutras e rearranjos envolvendo hidrogénio a partir do fragmento m/z
166. De acordo com as diretrizes SANTE (2019), esses fragmentos podem ser
utilizados como ions confirmatdrios, desde que apresentem consisténcia nas razbes
relativas em relagcao ao ion quantificador, tipicamente m/z 181.

A tabela 3 apresenta a organizagdo dos dados, incluindo os valores
tedricos de razéo obtidos para o padrao, as razdes experimentais determinadas nas
amostras e os respectivos limites segundo a SANTE/12682/2019, para ions de
confirmagéo em relagédo ao ion de quantificacéo tém-se o limite relativo de + 30% em

relagdo ao valor do padrao analitico.

Tabela 3 — Intensidade Relativa dos ions

fon Quant. ionsQuali. RazdoTeérica Razdoexperimental Limite Inferior Limite Superior

Amostra (m/z) (m/z) (%) (%) (%) (%)
Padrao 31,73
(S) 31,71
SC -
(A) 31,57
181 165 (S)30,99 22,21 41,25
EC -
(A) 31,86
WG (S) 31,89
i (A) 31,14

Legenda: (S) Solvente; (A) Agua.
Fonte: O préprio autor.

A tabela 4 apresenta os tempos de retengao (TR) obtidos para os ions
monitorados foram comparados entre os padroes analiticos e as amostras. De acordo
com a normativa SANTE/11813/2017, a especificagdo estabelece que o tempo de
retencao relativo do analito na amostra deve estar dentro de uma tolerancia de + 0,1
minutos em relagdo ao padrao quando se utilizam técnicas cromatograficas acopladas

a espectrometria de massas (GC-MS).

Tabela 4 — Tempo de Retencéao

A ¢ lon 181 lon 165 Limite Inferi . Limite S . .
mostra TR (min) TR (min) imite Inferior (min) imite Superior (min)
Padrao 8,482 8,482

(S) 8,49 (S) 8,49 8,382 8,582

SC (A) 8,53 (A) 8,52
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A lon 181 lon 165 Limite Inferi . Limite S . .
mostra TR (min) TR (min) imite Inferior (min) imite Superior (min)
EC (S) 8,49 (S) 8,49

(A) 8,51 (A) 8,51
(S)8,54 (S)8,54
we (A) 8,56 (A) 8,55

Legenda: (S) Solvente; (A) Agua.
Fonte: O préprio autor.

O pico correspondente ao analito apresentou tempo de retencéo em
torno de 8,5 min, sem registro de interferéncias no mesmo intervalo cromatografico.
As diferengas entre os tempos de retencdo dos padrées e das amostras foram
inferiores a 0,08 min, permanecendo dentro do limite maximo de 0,1 min estabelecido
pela SANTE/11813/2017. A identidade do composto foi confirmada pelo espectro de
massas, com monitoramento do ion quantificador (m/z 181) e do ion qualificador (m/z
165). As razdes de intensidade entre esses ions mantiveram-se préximas ao valor
tedrico de 31,73% obtido para o padrao, variando de 30,99% a 31,89% nas amostras
analisadas. Essas variagdes permaneceram dentro do limite de +30% (variagcéo
relativa maxima: 2,33%) estabelecido pela SANTE/12682/2019, assegurando a

confiabilidade da identificagdo da bifentrina nas matrizes avaliadas (solvente e agua).

5.2.1.2 Efeito de matriz

Os resultados referentes ao efeito de matriz foram obtidos a partir da
comparagao entre as respostas analiticas dos padrdes preparados em solvente e
daqueles adicionados ao extrato de lavagem da matriz (superficie foliar), de modo a
verificar a influéncia de constituintes presentes em superficie foliar sobre a resposta
do analito quando comparado as curvas analiticas em solvente e em matriz, conforme
recomendado pela SANTE/12682/2019. O método utilizado consistiu na comparagao
estatistica dos intervalos de confianga (IC) dos coeficientes das equacgdes de
regressao obtidas nas duas condigdes (solvente e matriz). Para isso foram
construidas duas curvas analiticas de mesma faixa, obtendo as seguintes equacgdes

e seus respectivos intervalos de confianga a nivel de 95% de confianca:

e [Equacéo de regressao | (em solvente):
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Y = 0,0259x2 (+0,016) + 91,8x (+9,855) + 592 (+374,760)
o [Equacéo de regressao Il (na matriz):
Y =0,0198x2? (+0,013) + 96,7x (+8,386) - 32 (+292,733)
O intervalo de confianga de cada coeficiente é dado por:

botta, SE(bo)  bytta,-SE(by)  bytta, SE(by)
2’ 2’ 2’

Sendo,
bo, by, b, : 0s coeficientes das equacdes (intercepto, linear e quadratico);

ta . 0 valor critico da distribuicdo t de Student para o nivel desejado;

2’

SE(bo, b1, b,) : 0 erro padréo dos coeficientes.

O erro padrao dos coeficientes foi realizado pelo software Microsoft

Excel® 365, através da ferramenta analise de dados, pela fungao:

SE(B.) = V{s?- (XTX)™1);;}

Sendo,
SE(B,) : Erro padréo estimado do coeficiente;

s? : Variancia residual do modelo;

X : Matriz de delineamento.

Realizou-se, entdao, a comparacao dos limites das funcdes obtidas
(Tabela 5), com o objetivo de verificar a ocorréncia ou nao de sobreposi¢des entre os

intervalos, possibilitando avaliar a equivaléncia estatistica entre as curvas.

Tabela 5 — Avaliacao dos Intervalos de Confianga (IC) dos coeficientes

~ = . Intersecao

Termo Funcao 1 (Solvente) Funcao 2 (Matriz) g -
(sobreposicao)
Intercepto (bo) [217,240;966,760] [-324,733;260,733] [217,240;260,733]
X (b1) [81,945;101,655] [88,294,105,066] [88,294,;101,655]

X (by) [0,010;0,042] [0,006;0,033] [0,010;0,033]

Fonte: O préprio autor.
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Constatou-se sobreposicdo dos IC a 95% de confianga dos trés
coeficientes (intercepto, linear e quadratico) entre as fungbes preparadas em solvente
e na superficie foliar. Assim, pelo critério de [Cgs%, nd&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os modelos, descaracterizando qualquer possivel

efeito de matriz sobre os coeficientes da regressao na faixa estudada.

Grafico 2 — Sobreposi¢cao das equagdes Solvente x Matriz
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Fonte: O préprio autor.

Dessa forma, ao considerar conjuntamente a avaliagcdo das
intensidades relativas dos ions monitorados, tempo de retencéo dos ions e a analise
do efeito de matriz, conclui-se que o método demonstrou seletividade adequada para
a determinacdo da bifentrina em superficie foliar de soja, assegurando a correta

identificacdo do analito e a auséncia de interferéncias significativas da matriz.

5.2.2 Limite de Deteccao e Quantificagao

Os resultados referentes aos parametros de Limite de Deteccgéo (LD)
e Limite de Quantificagdo (LQ) foram determinados com base no critério da razéo
sinal/ruido (S/N), conforme recomendado pela RDC n° 166/2017 da ANVISA. Nesse
método, o LD foi definido como a concentracdo que produz uma razdo S/N de

aproximadamente 3:1, enquanto o LQ corresponde a concentragdo capaz de gerar
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uma razao minima de 10:1, assegurando quantificagdo com segurancga. A equagéao de
Horwitz foi utilizada como verificagdo complementar da precisdo nos niveis de LD e
LQ.

Além disso, a definigdo dos limites de detecgdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) considerou a resposta dos diferentes ions monitorados por GC-
MS. Optou-se por atribuir o LD ao ion qualificador (m/z 165), em razao de sua menor
intensidade de sinal, assegurando que a detec¢ao do analito fosse possivel mesmo
em condicdes mais criticas de abundancia relativa. Por outro lado, o LQ foi
estabelecido com base no ion quantificador (m/z 181), fragmento de maior
estabilidade e abundéancia, garantindo maior confiabilidade estatistica para a
quantificagdo. A seguir, apresentam-se os dados obtidos para os parametros do

meétodo proposto (Tabela 6):

Tabela 6 — Sinal Ruido

A P . - Concentracao Concentracdao  %DPR o, Limites
Parametro lon Leituras Média S/N Teérica (ug-L”) Média (ug-L”) Horwitz DPR% (ug-L")

LD 165 7 3,33 8,3 - - - 15,00

LQ 181 7 11,19 8,3 9,0 21,28 2,716 16,66

Nota: Para o parédmetro LD, ndo se aplicou os célculos de concentragdo média, %DPR Horwitz e DPR%, uma
vez que este representa o menor nivel detectavel do analito, ndo sendo destinado a quantificagdo com preciséo
e exatidao.

Fonte: O préprio autor.

A avaliagdo dos limites de deteccdo (o LD) e quantificagdo (LQ)
demonstrou que o método apresenta desempenho adequado para a determinacéo do
analito nas condig¢des estudadas. O LD, calculado a partir das sete leituras no ion 165,
resultou em sinal médio de 3,33 (3,00 < S/N < 10,00). Os valores de concentragao
para o calculo de %DPR para este limite ndo foram considerados (embora o célculo
matematico tenha sido permitido) visto que estes devem assegurar apenas que o sinal
do analito seja distinguivel do ruido de fundo. O resultado do limite calculado foi de
15,00 pg-L™", confirmando que o método € capaz de detectar o analito em niveis
proximos a este patamar.

De forma analoga, o LQ foi determinado a partir de sete leituras no

ion 181, com sinal médio de 11,19 (S/N > 10,00), concentragdo média obtida de 9,0
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pMg-L™', DPR de 2,716% e limite tedérico de 21,28% pela equagdo de Horwitz. O
resultado obtido foi de 16,66 ug-L™, indicando que o método garante resposta
reprodutivel e aceitavel em niveis de concentracdo suficientemente baixos,
compativeis com o limite inferior da faixa de trabalho. No entanto, para assegurar
maior confiabilidade e robustez ao processo analitico (além da necessidade analitica
do estudo proposto), optou-se por estabelecer um valor de LQ superior ao encontrado
experimentalmente, fixado em 26 ug-L™' (Tabela 7). Essa decisdo visa minimizar
riscos de variacbes proximas ao limite de deteccdo, fortalecendo a precisao
intermediaria do método e garantindo que a faixa de trabalho definida mantenha
resultados consistentes e de elevada confiabilidade, relacionado a concentragbes

residuais encontradas no campo.

Tabela 7 — Limites de Deteccdo e Quantificagao

LQ LD

26,00 pg-L™ 15,00 pg-L™"

Fonte: O préprio autor.

5.2.3 Linearidade

Os resultados da Linearidade foram avaliados segundo critérios
nacionais e internacionais (INMETRO - DOQ-CGCRE-008/2020 e
SANTE/12682/2019), através da construgdo da curva analitica, utilizando-se sete
pontos em duplicata, abrangendo a faixa de concentracao de 26 ug-L™" a 926 ug-L™,
previamente estabelecida para o método. A analise estatistica permitiu verificar o
ajuste do modelo proposto, contemplando parametros como coeficiente de

determinagao, equacéo de regressao e distribuicao dos residuos (Tabela 8).
o Equacéo de regressao | (Ajuste Linear)
Y =118,40x - 3623

Tabela 8 — Termos Estatisticos (Ajuste Linear)

Parametros Valor

Falta de Ajuste p <0,05
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Parametros Valor
Coeficiente de Determinacao (R% 98,60%
Erro de Regressao (Sy/x) 4385,79

Erro Padréao Coef. (b0) 2198

Erro Padréao Coef. (b1) 3,91

Fonte: O préprio autor.

Evidenciou-se a presenca de falta de ajuste significativa no modelo
linear, indicada pelo valor de p < 0,05 (Tabela 8). Esse resultado confirma que o
modelo linear ndo descreveu de forma adequada os dados experimentais, também
observado pelo coeficiente de determinacédo abaixo de 99,0% (R? = 98,6%). Tal
discrepancia evidencia que apenas o indice de correlagao nao é suficiente para validar
a linearidade, sendo necessario avaliar estatisticamente a qualidade do ajuste.

Além disso, o erro de regresséo (Sy/x = 4385,79) e os erros padrdes
dos coeficientes b0 (2198) e b1 (3,91) indicam variacao significativa em torno da reta
ajustada, reforgando a necessidade de considerar modelos alternativos, como o ajuste
quadratico, a fim de melhorar a descricao dos dados. Adicionalmente, foi realizada a
analise dos residuos pelo software Microsoft Excel® 365 para verificar a

homogeneidade da variancia ao longo da faixa de trabalho.

Grafico 3 — Grafico de Residuos x Valores Ajustados (Modelo Linear)

Versus Ajustados
2,50

2,00

1,50

0,50
0,00 ‘ . . . \ , x10000
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

-0,50

-1,00

Residuos Padronizados

-1,50

-2,00

Residuos Padronizados Valor ajustado

Fonte: O proprio autor.

A analise do grafico de residuos versus valores ajustados (Grafico 3)
evidenciou a presenca de heteroscedasticidade, caracterizada por uma distribuicao

dos residuos que tende a se afastar do zero (aumento residual), conforme ha aumento
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na concentragdo, assumindo um padrao curvilineo tipico de modelos lineares com

falta de ajuste (Grafico 4):

Grafico 4 — Heterocedasticidade

Versus Ajustados
2,50

2,00
1,50
100
0,50
0,00
0,00
-0,50

-100

Residuos Padronizados

-1,50

-2,00

Residuos Padronizados Valor ajustado

Fonte: O préprio autor.

concentraram-se préoximos de zero, com menor dispersao.

amplitude dos residuos, indicando variancia ndo constante.

x 10000
12,00

Para valores ajustados mais baixos (~20.000 a 60.000), os residuos

Para valores ajustados mais altos (acima de ~60.000), ha um aumento da

Esse comportamento sugeriu que o erro do modelo aumentou

conforme o aumento da concentragao, o que é tipico de dados analiticos em faixas

amplas de trabalho. Além disso, foi indicado também que a relagao entre concentragao

e resposta nao foi plenamente descrita pelo modelo linear, sugerindo a necessidade

de considerar termos adicionais ao ajuste.

Como estratégia de tratativa, foi avaliada a aplicagdo de modelos

alternativos (Tabela 9), incluindo o ajuste quadratico, bem como o uso de ponderagdes

estatisticas, de modo a minimizar o impacto da variabilidade crescente ao longo da

faixa de concentragoes.

Tabela 9 — Ponderagdes Estatisticas

Erro Padrao

Erro Padrao

Erro Padrao

Modelo Ponderamento Sy/x (b0) (b1) (b2)

Linear - 4385,7900 2198 3,91 -
Quadratico - 2808,8900 1927 9,50 0,00963
Quadratico 1/X 112,8130 469 5,31 0,00686
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Quadratico 1Y 10,8439 486 5,30 0,00692
Quadratico 1/X? 4,5772 133 3,67 0,00563
Quadratico 1/Y? 0,0423 137 3,58 0,00571

Fonte: O préprio autor.

A avaliacdo comparativa dos diferentes modelos testados (Tabela 9)
demonstrou que o ajuste quadratico com ponderagdo 1/Y? apresentou o melhor
desempenho estatistico. Esse modelo resultou no menor desvio padrao da regresséo
(Sy/x), bem como nos menores erros-padrdo estimados para os coeficientes,
evidenciando maior precisdo na determinacdo dos parametros. Além disso, a
ponderacao 1/Y2 mostrou-se eficaz na correcao da heteroscedasticidade previamente
identificada, proporcionando uma distribuicdo mais homogénea e aleatéria dos

residuos ao longo da faixa de trabalho (Grafico 5).

Grafico 5 — Grafico de Residuos x Valores Ajustados (Modelo Quadratico)

Versus Ajustados
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Fonte: O préprio autor.

Do ponto de vista analitico, essa tratativa é particularmente relevante,
pois atribuiu maior peso as respostas de baixa intensidade, préximas ao limite inferior
de quantificagao, regido critica para a confiabilidade do método. O grafico 5 demonstra
que o0 ajuste quadratico ponderado por 1/Y? foi eficaz para corrigir a
heteroscedasticidade observada no modelo linear. Os resultados dos termos
estatisticos pds tratamento dos dados é apresentado abaixo (Tabela 10):

e [Equacéo de regressao Il (Ajuste Quadratico + Ponderagéo 1/Y?)

Y =0,02616x* + 91,51x + 644
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Tabela 10 — Termos Estatistico (Ajuste Quadratico Ponderado)

Parametros Valor
Falta de Ajuste p>0,05
Coeficiente de Determinacao (R?) 99,77%
Erro de Regressao (Sy/x) 0,0423

Erro Padrao Coef. (b0) 137

Erro Padréao Coef. (b1) 3,58
Erro Padréao Coef. (b2) 0,0057

Fonte: O préprio autor.

Essas abordagens permitiram o melhor ajuste do modelo (p > 0,05),
reduzindo o padréao sistematico observado, além de um R? superior a 99,0% com
coeficiente de correlagao (reorr) de 0,9988, o que assegurou maior confiabilidade da

curva de calibragéo para as analises propostas (Tabela 10).
5.2.3.1 Sensitividade analitica

A avaliagao da sensitividade analitica (slope) foi conduzida a partir da
avaliacdo da curva analitica obtida no teste de linearidade (Eurachem, 2014),

previamente ajustada ao modelo polinomial de 22 ordem, descrita por:
y(x) = 0,02616x2 + 91,51x + 644

Onde y é a area do pico e x a concentracdo. Em modelos quadraticos,
a sensitividade (S(x)) ndo é constante correspondendo a inclinagéo local da curva,

dada pela derivada:

d
S(x) = % = 0,05232x + 91,51

Considerando a faixa de trabalho 26 — 926 ug-L™", obtiveram-se os

seguintes resultados quantitativos:
« Sensitividade local no inicio da faixa (26 pg-L™") em area/ug-L™":
5(26,00) = 92,8703

o Sensitividade média da faixa (476 ug-L™") em area/ug-L™":
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S5(476,00) = 116,4143
« Sensitividade local no fim da faixa (926 pg-L™") em area/ug-L™:
5(926,00) = 139,9583

Em sintese, a sensitividade da curva analitica mostrou-se favoravel,
permanecendo elevada e previsivel em toda a faixa de 26-926 ug-L™", uma vez que a
inclinagao local cresce linearmente com a concentragcédo. Observa-se um valor minimo
de ~92,87 areas/ug-L™ (em 26 pg-L™") e maximo de ~139,96 area/ug-L™" (em 926
Mg-L™"), correspondendo a incremento absoluto de ~47,09 areas/pg-L™" (= +50,7% em
relacdo ao inicio da faixa). Na regiao baixa, a variacdo € discreta, favorecendo a
estabilidade da conversao sinal/concentragcdo, préxima ao limite inferior. Nas
concentragbes meédias e altas, o aumento gradual da sensitividade contribui para
maior capacidade de discriminagcdo sem mudancgas abruptas de resposta. A curvatura
positiva constante confirma esse ganho progressivo, indicando que a faixa validada

apresenta comportamento metrolodgico consistente para quantificacao.

5.2.3.2 Incerteza padrao (curva analitica)

A avaliacao da incerteza associada a calibracao foi realizada a partir
dos parametros estatisticos obtidos no estudo de linearidade, utilizando o modelo
quadratico ponderado definido para o método. A partir dos erros-padrdao dos
coeficientes da equagéo ajustada, do erro de regressédo, do comportamento residual
e da sensibilidade (converséo da incerteza para ppm), estimou-se a contribuigdo da
curva analitica para a incerteza final das concentragbes determinadas. Este
procedimento seguiu os principios gerais de propagacao de incerteza, utilizando como
base matematica para a aplicagdo das derivadas parciais ao modelo de regressao
descrito no GUM (JCGM, 2008).

Essa etapa permitiu quantificar a variabilidade inerente ao processo
de conversdo do sinal instrumental em concentragcdo, determinando o impacto do
ajuste matematico e da dispersao dos dados sobre a confiabilidade das medidas. Os
valores obtidos representam exclusivamente a incerteza proveniente da calibracao,

sendo posteriormente integrados a incerteza combinada do método. A incerteza
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padrédo em um ponto xo foi dada por:

Incerteza (p) = \/(b(’,)z.Slfo + (b))%.SE; + (by)2%. 52, + 7

Sendo,
b;: Derivada parcial de Y em relagao ao coeficiente
S,i: Erro padrao do coeficiente

S: Erro de regressao

Portanto,

Incerteza (p) = \/Slfo + x2.S% +x3.5%, + S?

Sendo,
xo: Concentragao/nivel analitico avaliado
S,;: Erro padrao do coeficiente

S: Erro de regressao

A Tabela 11 apresenta as incertezas padrao estimadas para nivel
maximo e minimo da curva analitica, calculadas a partir dos erros-padrao dos

coeficientes do ajuste quadratico ponderado e do erro residual da regresséo.

Tabela 11 — Incerteza Padrao (curva analitica)

Nivel Incerteza Padrao (M)
0,05 mg-L™" +0,0024 mg-L~"
0,926 mg-L™" +0,0422 mg-L™"

Fonte: O proprio autor.

Observa-se que a incerteza padrao aumenta conforme a
concentracao se eleva, refletindo a maior contribuicdo dos termos quadraticos e da
variabilidade associada as regides superiores da curva analitica. No nivel de 0,05
mg-L™", a incerteza é baixa (£0,0024 mg-L™"), indicando elevada precisao na faixa
proxima ao LQ, enquanto em 0,926 mg-L™ o valor cresce para +0,0422 mg-L™,

comportamento esperado para ajustes ponderados cuja sensibilidade varia ao longo
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da faixa de trabalho.

5.2.4 Exatidao

Os resultados referentes ao parametro de exatiddo foram avaliados
de dois modos. O primeiro com base na eficiéncia de extragcado superficial do método
e 0 segundo com base na recuperagao analitica. Em ambos os casos foi considerando
como condigao experimental de extracdo o tempo de 15 segundos de lavagem em
solvente (acetona) sob rotagao de 200 rpm.

Para o processo de eficiéncia, compararam-se as respostas obtidas
no Grupo A (folhas tratadas e submetidas a extracéo) e no Grupo B (folhas com adigao
do analito apds a extragao), sendo a porcentagem de recuperagao real calculada pela
razao entre os dois grupos (Tabela 12). Este processo permitiu a avaliagdo de perdas
durante a etapa de extracdo, medindo a retengdo a lavagem e perdas durante a
manipulacdo da matriz. O critério de aceitagado adotado correspondeu ao intervalo de
80 a 120%, conforme recomendacgdes para métodos aplicados a amostras fortificadas
descritas pela RDC n° 166/2017 da ANVISA.

Tabela 12 — Eficiéncia de Extracao

Tedrico Resultado  Recuperacdo  Recuperacao

Ti L
Grupo 1po (mgL™") Real(mgL™") Tebrica (%) Real (%)
A Folhas tratadas e extraidas 0,080 0,074 92,94
102,78
B Folhas com adicao pos-extracao 0,080 0,072 90,18

Fonte: O préprio autor.

Observa-se que, para o Grupo A (folhas tratadas e submetidas a
extragéo), a recuperagao tedrica obtida foi de 92,94%, enquanto no Grupo B (folhas
com adigao do analito apds a extragao) o valor encontrado foi de 90,18%. A partir da
comparacgao entre os dois grupos, obteve-se uma recuperagao real de 102,78%, valor
que confirma a eficiéncia do procedimento de lavagem e extragao (Tabela 12). Estes
resultados encontram-se dentro do intervalo de aceitacdo de 80 a 120%,
recomendado pela RDC n° 166/2017 da ANVISA, confirmando uma perda de ativo

baixa durante a etapa de extragdo e manipulacao da matriz.
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. . Real (Grupo A)
Recuperacio Tedrica (%) = Teorico (Grupo A) x 100

Real (Grupo A)

100
Real (Grupo B) x

Recuperacio Real (%) =

Sendo,
Real (Grupo A) : Concentracdo Real (folhas tratadas e submetidas a extragéo);
Real (Grupo B) : Concentragédo Real (folhas com adigdo do analito apds a extragéo);

Teodrico (Grupo A) : Valor tedrico (folhas tratadas e submetidas a extracao).

Para o processo de recuperacgio analitica — processo oficial de
avaliacao do parametro exatiddo em validagao analitica — foi objetivado a avaliagao
do método em toda a faixa, sendo conduzido ensaios em trés niveis de fortificacao
— baixo, médio e alto. Para cada nivel, aplicou-se o teste de Grubbs, a fim de
identificar eventuais valores discrepantes. Foi realizado a comparagao entre os
valores obtidos experimentalmente e as concentragdes tedricas estabelecidas para
os niveis de fortificacdo. Este processo permitiu a avaliagao da consisténcia do
método somado ao preparo das amostras e analise instrumental. A seguir, é
apresentado na tabela 13 os resultados obtidos em cada condicdo avaliada,

(resultados obtidos considerando a diluicdo da amostra).

Tabela 13 — Recuperagao

. Tedrico Resultado ~ -~
0, 0,
Nivel (meL") (meL") Grubbs (Geaic) Recuperacao (%) Média (%)
0,0747 G1: 0,593 93,38
Baixo 0,080 0,0800 631,155 100,00 95,54
0,0746 Gere 1,155 93,25
0,9454 G1: 1,077 99,41
Médio 0,951 0,9760 G3:0,899 102,63 102,17
0,9936 Geri: 1,155 104,48
1,8150 G1: 0,994 98,00
Alto 1,852 1,8365 (G3:1,006 99,16 99,18
1,8588 Gere 1,155 100,37

Fonte: O préprio autor.

No nivel baixo (0,080 mg-L™), a recuperagao média foi de 95,54%,
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indicando boa exatidao e eficiéncia adequada de extragdo mesmo em concentragoes
préximas ao limite inferior de quantificacdo do método. Ja no nivel médio (0,951
mg-L™"), observou-se a maior média de recuperagdo (102,17%), evidenciando
consisténcia do procedimento na faixa central da curva. No nivel alto (1,852 mg-L™),
a recuperacado média foi de 99,18%, confirmando a estabilidade do método também
em concentragdes elevadas. Em todos os niveis avaliados, o valor de G calculado foi
inferior ao G critico, evidenciando auséncia de valores extremos e reforcando a
homogeneidade dos resultados obtidos.

Sendo assim, a partir dos valores obtidos conclui-se que as condigdes
experimentais empregadas foram adequadas para garantir a recuperag¢ao analitica do

analito em superficie foliar.

5.2.5 Precisao

Para verificar a consisténcia da metodologia de extracdo do ativo da
superficie foliar foi conduzida a avaliagdo do parametro de Precisdo seguindo
recomendagdes da Eurachem, 2014. Esse ensaio teve como objetivo confirmar a
repetibilidade e precisao intermediaria dos resultados obtidos no processo de lavagem
das folhas tratadas com o ativo, garantindo que a variabilidade experimental
(diferentes dias) se mantivesse dentro de limites aceitaveis.

O procedimento foi realizado a partir da aplicacédo e subsequente
lavagem de folhas submetidas a mesma concentragao de bifentrina, em um total de
seis repeticdes independentes em dois niveis distintos (baixo e alto). Os resultados
foram analisados estatisticamente por meio do calculo do desvio padrao relativo
(%RSD) e comparados ao valor calculado de %RSD de Horwitz. Além disso, foi
aplicado o teste de Grubbs (tabela 14) para identificagdo de possiveis valores
discrepantes (outliers), assegurando maior rigor na interpretacdo dos dados e
confiabilidade nos resultados obtidos.

Com o objetivo de ampliar a abrangéncia da avaliagdo, foram
realizados ensaios em diferentes dias (intervalo de 7 dias), obtendo-se os conjuntos
de dados referentes a repetibilidade 1 e 2. A partir desses resultados, foi
posteriormente calculada a precisao intermediaria, permitindo avaliar ndo apenas a
variabilidade intra-dia (mesmo dia), mas também a consisténcia do método ao longo

do tempo. (Resultados obtidos considerando a diluigdo da amostra).
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Tabela 14 — Teste de Grubbs — Precisao

Teérico Repetitividade 1 Repetitividade2 Precisao Intermediaria
Concentracdo (mg-L™")  Gerico G, Ge G, Ge Geritico G Ga2

0,080 1,887 1,053 1,399 1,025 1,610 2,412 1,091 2,069

1,852 1,887 1,235 1,302 1,349 1,038 2,412 1,702 1,604

Fonte: O préprio autor.

A aplicacédo do teste de Grubbs (tabela 14) permitiu verificar a
auséncia de valores discrepantes (outliers) nos conjuntos de dados obtidos para as
concentragbes avaliadas. Observa-se que, em todas as condi¢des analisadas
(repetibilidade 1, repetibilidade 2 e precisdo intermediaria), os valores calculados de
G permaneceram inferiores aos respectivos valores criticos (G. critico), tanto para a
concentracdo mais baixa (0,080 mg-L™") quanto para a mais elevada (1,852 mg-L™).
Esse resultado indica a auséncia de valores atipicos estatisticamente significativos
dentro dos conjuntos experimentais, evidenciando que a variabilidade observada
decorre de flutuagbes normais do processo analitico. Dessa forma, deu-se
continuidade a realizacdo das analises estatisticas para os testes de Repetibilidade e

Preciséo Intermediaria. (Resultados obtidos considerando a diluicdo da amostra).

Tabela 15 — Repetitividade e Precisao Intermediaria

Referéncia Repetitividade 1 Repetitividade 2 Precisao Intermediaria
(RSDr) (RSDr) (RSDR)
Concentragcao  %DPR Média 0 Média 0 Média 0
(mg-L™") Horwitz  (mg-L™") DPR (%) (mg-L™") DPR (%) (mg-L™") DPR (%)
0,080 15,138 0,086 9,928 0,079 5,703 0,083 9,029
1,852 9,434 1,805 2,273 1,773 2,411 1,789 2,373

Fonte: O préprio autor.

A analise dos resultados apresentados na tabela 15 evidencia que o
método de extracdo da bifentrina diretamente da superficie foliar apresentou
desempenho satisfatério em termos de precisdo. Para a concentracdo mais baixa
(0,080 mg-L™), a repetitividade mostrou valores de DPR de 9,928% e 5,703%,
resultando em uma precisao intermediaria de 9,029%. Esses valores encontraram-se
bem abaixo do limite de aceitagao estabelecido pela equagao de Horwitz (15,138%),

indicando boa precisdo mesmo em condi¢des criticas, préximas ao limite inferior de
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quantificacao.

Na concentragdo mais elevada (1,852 mg-L™"), os valores de DPR
encontrados foram ainda menores, variando entre 2,273% e 2,411% nas avaliagbes
de repetitividade, permanecendo todos abaixo do valor maximo permitido pela
equacao de Horwitz (9,434%), resultando em uma precisao intermediaria de 2,373%.
Tais resultados reforcam a baixa variabilidade do método em niveis de concentracao
mais altos, confirmando a estabilidade e confiabilidade do procedimento.

De modo geral, tanto na faixa mais baixa quanto na mais elevada de
concentracao, os valores de precisdo atenderam plenamente ao critério de aceitacéao,
demonstrando que o método de proposto é consistente, reprodutivel e aplicavel para

a extragao da bifentrina em superficies foliares tratadas.

5.2.5.1 Incerteza padrao (precisao intermediaria)

A incerteza padrao do método foi estimada a partir do desvio-padrao
da precisdo intermediaria (SR), obtido pela ANOVA conforme descrito em guias
internacionais como a ISO 5725-2. Esse parametro representou a variabilidade da
metodologia sob condigdes normais de analise e foi utilizado para o calculo da
incerteza padrao neste capitulo e da incerteza combinada e expandida em capitulos
posteriores. Os resultados estdo apresentados em niveis baixos (nivel 01) e altos

(nivel 05) da curva analitica na tabela a seguir (tabela 16).

Tabela 16 — ANOVA

SQ MQ Desvio Padrao
Nivel Dentro dos Entre Dentro dos Entre Repetibilidade  Entre Grupos Intzrr:;?gria
Grupos Grupos Grupos Grupos (Sr) (SE)

(SR)

01  4,71%10% 1,55%10%* 4,71x10% 1,55X10% 0,007 mg-L™" 0,0043mg-L™" 0,008 mg-L~"

05 1,18%10% 1,11x10% 1,18x10% 1,11%x10° 0,003mg-L™" 0,0041 mg-L™" 0,005 mg-L™"

Fonte: O préprio autor.

A Tabela 16 apresenta os resultados da ANOVA aplicados aos dois
niveis avaliados. Em ambos os casos, observa-se que a maior parcela da variabilidade
esta associada ao componente dentro dos grupos, refletido pelos maiores valores de
MQ e pela predominéncia do desvio-padrao da repetibilidade (Sr). No nivel 01, Sr foi
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mais elevado (0,007 mg-L™), indicando maior dispers&o nas medi¢des, enquanto no
nivel 05 a repetibilidade foi superior (0,003 mg-L™).

A variabilidade entre grupos (SE) permaneceu baixa e semelhante
entre os niveis (=0,0042 mg-L™), evidenciando que as diferengas inter-dia (dias
diferentes) exerceram impacto reduzido sobre o método. Como resultado, a precisao
intermediaria (SR) acompanhou o comportamento de Sr, sendo maior no nivel 01
(0,008 mg-L™") e menor no nivel 05 (0,005 mg-L™).

De forma geral, os resultados demonstram que a precisdo do método
€ satisfatoria e que a maior contribuicdo para a variacao total provém das condi¢des

intra-dia, sem influéncia significativa das condi¢des inter-dia.

Tabela 17 — Incerteza Padrao (Preciséo)

Nivel Limite de Limite da Precisao Incerteza Padrao
Repetibilidade (r) Intermediaria (PI) (n)
01 +0,0190 mg-L™" +0,0224 mg-L™" +0,0023 mg-L™"
05 +0,0095 mg-L~" +0,0148 mg-L™" +0,0015 mg-L™"

Fonte: O proprio autor.

A Tabela 17 apresenta os limites de repetibilidade (r), os limites de
Precisao Intermediaria (Pl) e a incerteza padrao (u) obtidos para os niveis analisados.
Observa-se que, no nivel 01, tanto r (£0,0190 mg-L™") quanto R (20,0224 mg-L™") séo
maiores que no nivel 05, indicando maior variabilidade nas medi¢cdes desse nivel.
Esse comportamento é coerente com o observado na ANOVA, em que o desvio-
padrao da repetibilidade também foi mais elevado no nivel inferior.

A incerteza padrdo seguiu 0 mesmo padréo, sendo superior no nivel
01 (x0,0023 mg-L™") e menor no nivel 05 (x0,0015 mg-L™"), refletindo diretamente a
diferenca no desvio-padrao da precisao intermediaria de cada nivel. Esses resultados
demonstram que a precisdo do método melhora em concentragdes mais altas,

enquanto em niveis menores ha maior dispersio inerente ao processo analitico.

5.2.6 Faixa de trabalho

A faixa de trabalho do método foi estabelecida entre 26 e 926 ug.L",

abrangendo o intervalo no qual o modelo de calibragdo apresentou desempenho
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adequado em termos de linearidade/curvatura, preciséo e exatidao, em conformidade
com as diretrizes de validacao analitica (ANVISA — RDC 166/2017).

O limite inferior foi definido a partir do limite de quantificacdo (LQ)
validado, que apresentou valor menor do que o adotado na pratica; contudo, optou-se
por fixar um limite superior mais conservador, de forma a assegurar maior robustez
estatistica e confiabilidade dos resultados proximos a este ponto.

O limite superior correspondeu a maior concentracdo avaliada
experimentalmente, garantindo que a resposta instrumental permanecesse dentro da
regido de confiabilidade do modelo. A homogeneidade dos residuos, a auséncia de
desvios significativos de falta de ajuste e os baixos valores de dispersao reforcaram a
adequacao dessa faixa, assegurando a aplicabilidade do método para a quantificagéo

da bifentrina em diferentes niveis de concentragao.
5.2.7 Robustez

Para cada formulagao, foi adotado um delineamento unifatorial com
dois niveis, considerando a dureza da agua 20 mg-L™" (baixa) e 342 mg-L™" (alta) de
CaCOs como variavel de estudo. Alternativamente, sob a abordagem de planejamento
experimental, esse delineamento pode ser descrito como um planejamento 2" (n = 1),
com o objetivo de avaliar o efeito da dureza sobre a resposta analitica. Tal avaliagéo
€ justificada por representar uma variavel real e possivelmente influente nas
aplicacoes de agrotoxicos (DARAMOLA et al., 2022).

As formulagbes em estudo (SC, EC e WG) foram analisadas para
verificar a influéncia da variagao sobre as fragdes obtidas nas solugdes de lavagem e
seus efeitos nos resultados analiticos, de modo a assegurar a confiabilidade do
método em condicbes praticas de uso, em conformidade com as orientagdes da
ANVISA (RDC n° 166/2017).

Tabela 18 — Avaliagido Robustez: Dureza da Agua em Calda

Amostras Efeito (%) EP.t (n-1, 95%) Significancia
SC +1,12 + 4,28 Nao significativo
EC -1,41 + 2,66 Nao significativo
WG -3,12 +6,22 N&o Significativo

Legenda: EP: Erro Padrao do efeito (%);
Fonte: O proprio autor.
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A avaliagcado da robustez do método (Tabela 18) demonstrou que as
pequenas alteragdes introduzidas (de 20 mg-L™" a 342 mg-L™") ndo exerceram impacto
significativo sobre os resultados analiticos ao nivel de 95% de confianga. Para a
formulacdo SC, observou-se efeito de 1,12% com erro padrdo de 4,28% na fragao
extraida em agua (solucdo de lavagem); na EC, efeito de -1,41% com erro padréo de
2,66%; e na WG, efeito de -3,12% com erro padrao de 6,22%. Em todos os casos, a
comparacgao estatistica pelo teste t ndo evidenciou diferenga significativa, indicando
que as variacdes propostas ndo comprometem a confiabilidade do método.

Apesar disso, as pequenas mudancas observadas nos resultados
podem estar relacionadas as caracteristicas proprias de cada formulagdo, como
solubilidade, composi¢cao dos adjuvantes e capacidade de aderéncia a superficie
foliar. Tais diferengas refletem o comportamento distinto das amostras frente a
interagdo com a agua, mas ndo comprometem a aplicabilidade e a consisténcia do
método.

Convém ressaltar que os testes realizados se restringem a avaliagao
da permanéncia do ativo na superficie foliar, ndo representando, necessariamente,
sua efetividade bioldgica na planta. Muitos estudos tém demonstrado que a qualidade
da agua, especialmente sua dureza, pode influenciar a eficiéncia de pesticidas, uma
vez que cations como calcio e magnésio podem interagir com o ingrediente ativo,
reduzindo sua absorcdo e movimentacdo nos tecidos vegetais (IOWA STATE
UNIVERSITY, 2023). Adicionalmente, fatores do meio e da formulagdo podem
impactar diretamente processos fisiolégicos como absorgao foliar e translocagéao do
composto no interior da planta (WANG et al., 2016), aspectos estes que nado sao
contemplados na metodologia adotada neste parametro.

Esses resultados confirmam que o procedimento analitico se mantém
estavel diante de mudancgas deliberadas na qualidade da agua utilizada no preparo da
calda, atendendo ao requisito de robustez preconizado pela RDC n° 166/2017 e
assegurando sua aplicabilidade em condigdes praticas de rotina.

5.2.8 Incerteza Expandida

A estimativa da incerteza combinada e expandida do método foi
determinada a partir da combinacdo das principais fontes de variabilidade
identificadas durante o processo de validagao, incluindo repetibilidade do método



87

analitico em diferentes dias (precisao intermediaria), curva analitica e instrumentagéo.

O calculo foi realizado conforme as recomendacgdes de diretrizes de
validac&o analitica do INMETRO em DOQ-CGCRE-008 do ano de 2020, adotando-se
um fator de abrangéncia k = 2,228, correspondente a um nivel de confianga

aproximado de 95%.

Incerteza combinada (uC) =

Sendo,
u;: Incerteza padrao associada a cada componente independente

n : Numero de contribuigdes de incerteza
Incerteza expandida (U) = k.uC

Sendo,
uC : Incerteza conjunta
k : Fator de cobertura (k = 2,228, = 95% confianga)

A incerteza padrao instrumental foi determinada a partir das
incertezas padrao da balanga analitica e do baldo volumétrico utilizados no preparo
da amostra. Considerando que a concentracao do analito é proporcional a razdo entre
a massa e o volume (C «« m/V), as incertezas desses instrumentos foram propagadas
para a unidade da mensurada (mg-L™") por meio de seus coeficientes de sensibilidade
a partir das concentragées 0,080 mg-L™ (nivel 01) e 1,852 mg-L™" (nivel 05), além da
massa da quantidade de amostra de 2500 mg. A incerteza associada a medi¢céo da
temperatura nao foi considerada, uma vez que nao foi aplicada correcdo de volume
em fungao da temperatura no procedimento analitico.

As contribuicdes individuais foram combinadas para obtencdo da
incerteza instrumental, a qual foi posteriormente combinada com as incertezas da
precisdo intermediaria e da curva analitica para calculo da incerteza padréo
combinada e expandida do método.

A seguir, encontram-se os valores referentes as incertezas, padrao

(u), combinada (uC) e expandida (U), para o método:
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Tabela 19 — Incerteza conjunta e expandida

Incerteza Padrao IncertezaPadrao Incerteza Padrao

(M) (1) (M) Incerteza

Nivel Combinada Incerteza
Instrumentacao Precisao Expandida (U)

Analitica Intermediaria Curva Analitica (HC)

01  £0,000048 mg:L™' +0,0023mg-L~"  £0,0024mg.L~" +0,0033mg-L"" £0,0074 mg-L™"

05  £0,001112mgL™" +0,0015mgL™" +0,0422mgL™" £0,0422mg-L™" +0,0941 mg-L™"

Fonte: O préprio autor.

Conforme apresentado na Tabela 19, a contribuicdo da incerteza
instrumental € minima frente as demais fontes de incerteza do método. O menor nivel
de concentracdo apresentou incerteza combinada inferior (£ 0,0033 mg-L™") em
relacdo ao nivel 05 (£ 0,0422 mg-L™), refletindo menor variabilidade global. A
incerteza expandida seguiu 0 mesmo comportamento, com valores de + 0,0074
mg-L™" no nivel 01 e £ 0,0941 mg-L™" no nivel mais elevado.

O nivel cinco apresentou maior sensibilidade as fontes de
variabilidade, resultando em maior incerteza total. Ja o nivel mais baixo mostrou
desempenho mais consistente, com menor dispersao entre as fontes avaliadas. Esses
valores sintetizam a confiabilidade do método em cada nivel e evidenciam o impacto

das etapas do processo na incerteza final.



5.2.9 Sintese dos Dados

Quadro 2 — Compilagédo dos dados de Validagao
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Parametro Avaliacao Resultado Normativa Especificacao
Var. Relativa: s .
0,
Intensidade  <2,33% SANTE/12682/2019 | 21acao relativa = 30% entre
. padrao e amostra
dos lons
Seletividade  “2" RelaVa: 4 g min SANTE/11813/2017 /21a¢d0 <01 min entre
TR dos lons padrao e amostra
Efeito matriz Curvas em matriz devem ser
(sobreposicao  IC sobrepostos SANTE/12682/2019 comparadas com curvas em
de intervalos) solvente.
Declarar a menor
_ ANVISA - RDC concentracao quantificavel
> L
LQ S/N>10 26,00 pg-L 166/2017 com precisao e exatido
aceitaveis
Declarar a menor
-1 ANVISA - RDC concentracao detectavel
Lb 8<S/N<10 15008l 166/2017 com confiabilidade
estatistica
ot oemn TR0 Do JEET o ST
¢ ’ CGCRE-008/2020 . ;
(reor) residuos é recomendada)
Distribuicao aleatoria dos
Residuos Homoscedasticidade INMETRO - DOQ- ::;S::;;Aslijssti?r?;ig:/
CGCRE-008/2020 o
Verificagdo de
Linearidade homoscedasticidade

Modelo deve ser adequado
(linear ou nao linear); aceito

Grauda Fungao Quadratica SANTE/12682/2019 L
se atender aos critérios de
ajuste
Deve-se utilizar uma fungao
Ponderamento  1/Y? SANTE/12682/2019 de calibragao apropriada
(com ou sem ponderagao)
Sensitividade Nivel baixo 92,87 areas/ug-L™" Declarar sensitividade
Analitica Nivel médio 116,41 areas/pg-L™" Eurachem, 2014 através da mplmagao da
Nivel alto 139,96 areas/pg-L™" curva de calibragao (slope)
Nivel baixo 95,54%
Exatido Nivel médio 102.17% ANVISA-RDC Deve estar dentro de 80 -
170 166/2017 120% (amostras fortificadas)
Nivel alto 99,18%
Nivel baixo ggg S/;) ;;;E):R (%) Horwitz DPR experimental deve ser
Precisdo DPR (%)’ < DPR (%) Horwitz Eurachem, 2014 menor qqe DPR calculado
Nivel alto DPR=2,73% por Horwitz
Declarar através da
Faixa de . . i ANVISA-RDC linearidade, precisao e
Trabalho Faixa estimada ~ 26,0-926,0 pg.L* 166/2017 exatidao contidos na faixa de
aplicacao
Dureza da 4gua ] ) Alteracoes exp_erimentais
Robustez no preparo da Robusto para 4gua de 20 e 342 mg-L~ ANVISA-RDC Fontroladas nao devem
calda em SC, ECe WG 166/2017 impactar significatlivamente
os resultados analiticos
Nivel baixo pC =+0,0033 mg-L1‘1 !Jeve ser estimada a
Incerteza U=+0,0074 mg-L~ ) INMETRO - DOQ- mcertez'a combinada e
Nivel alto pC =+0,0422 mg-L~ CGCRE-008/2020  expandida (k~ 2,2 a 95% de

U=+0,0941 mg-L™"

confianca)

Fonte: O préprio autor.
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5.3 APLICACAO DO METODO

A aplicagdo do método desenvolvido e validado possibilitou a
quantificacdo da bifentrina presente na superficie foliar de folhas de soja tratadas por
meio de dois procedimentos sequenciais de extracdo. Conforme descrito em capitulos
anteriores, na primeira etapa realizou-se a lavagem superficial com agua, a fim de
simular a remogao de residuos por enxague simples. Em seguida, as mesmas
amostras foram submetidas a extragcdo com solvente organico, visando recuperar a
fracdo residual fortemente aderida a matriz vegetal. Os resultados das analises foram

organizados da seguinte forma (Tabela 20).

Tabela 20 — Amostras: Valores Observados

Agua Solvente Teérico Total observado Residual

Amostras -1 -1 1 -1 -1
(mg-L™) (mg-L™) (mg-L™) (mg-L™) (mg-L™)

SC 0,15454 0,97758 1,15250 1,13211 ~0,020
EC 0,12669 1,36567 1,52220 1,49236 ~0,030
WG 0,27644 1,52810 1,82872 1,80454 ~0,024

Fonte: O préprio autor.

Os testes foram conduzidos em ftriplicata em dois dias distintos,
totalizando seis repeticbes para cada modal de formulagdo. Ao final, calculou-se a
média das fragdes de bifentrina recuperadas em agua e em solvente, juntamente com
o desvio padrao (DP) das réplicas e o erro residual médio atribuido ao balanco de
massa (Tabela 21).

Tabela 21 — Amostras: Calculo das Fragdes

Amostras %DP %Agua  %Solvente  %Residual
SC 1,639 ~13,81 ~84,42 ~1,77
EC 1,554 ~7,49 ~90,39 ~2,12
WG 1,724 ~20,70 ~77,83 ~1,47

Fonte: O préprio autor.

A soma dos percentuais de ativo removidos nas etapas de lavagem
em agua e em solvente ndo necessariamente totalizaram 100%, apresentando
pequenas variagdes atribuidas a erros inerentes ao processo experimental. Essa

diferenca, representou a parcela de incerteza associada ao método e resultou de
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possiveis fatores como perdas durante o manuseio das amostras, volatilizagao parcial
do composto, adsor¢ao do ativo nas superficies de contato, variagdes volumétricas,
precisdo intermediaria ou até mesmo limitagdes no processo de extragcao e
quantificagao.

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e
submetidos a andlise de variancia (ANOVA one-way), observando-se diferenga
estatisticamente significativa entre as formulagdes (p < 0,05). A formulagdo EC
apresentou menor porcentagem de ativo na agua (7,49 + 1,55), indicando maior
resisténcia a lavagem, seguida da formulagcdo SC (13,81 + 1,64). A formulacdo WG
apresentou os maiores valores (20,70 £ 1,72), indicando menor retengao do ativo na
superficie foliar. Testes de comparagao multipla indicaram diferencga significativa entre
todos os grupos.

De forma complementar, os resultados obtidos demonstraram que a
lavagem superficial com agua foi capaz de remover entre ~7,49% e ~20,70% da
bifentrina presente na superficie foliar. Embora em valores absolutos essa fragao seja
inferior a obtida na extracdo com solvente, ela & particularmente relevante por
representar o residuo passivel de remogao em condigdes ambientais simuladas, como
chuva ou irrigacao.

A formulacdo WG apresentou a maior fragdo removida em agua
(~20,70%), seguida por SC (~13,81%) e EC (~7,49%). Esse comportamento evidencia
diferengas na disponibilidade superficial do ingrediente ativo entre as formulagdes.

Além disso, o WG utilizado, (composto majoritariamente por
surfactante aniénico de cadeia longa altamente hidrofilica), destacou-se pela elevada
capacidade de reduzir a tenséo superficial da agua, aumentando a molhabilidade da
folha e o espalhamento da calda. Como consequéncia, parte da bifentrina tornou-se
mais suscetivel a redistribuicdo e remocao aquosa, tornando essa formulagdo mais
facilmente removivel.

Na formulagdo SC utilizada, contendo majoritariamente surfactante
aniénico de carater hidrofilico, observou-se efeito intermediario: houve aumento da
molhabilidade, mas a estrutura polimérica do adjuvante ainda assim pdde manter uma
pequena parte do inseticida retido na cuticula cerosa.

Ja a formulacao EC utilizada, composta por surfactante ndo iénico de
cadeias hidrofobicas longas associadas a grupos etoxilados, apresentou maior

afinidade com a superficie foliar e, consequentemente, maior persisténcia do residuo,
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uma vez que reduziu sua solubilidade em agua. Essa caracteristica também foi
relatada por J.E. Murrooney e C.D. Elmore (2000), que observaram maior aderéncia
do ingrediente ativo na presencga de surfactantes derivados de oleos vegetais.

De forma complementar, a extragdo em solvente em todos os casos
recuperou a maior parte da bifentrina (~77,83% a ~90,39%), evidenciando a forte
interacao do inseticida com a cuticula, rica em ceras tridimensionais como triacosan-
1-ol e octacosan-1-ol (HAGEDORN et al., 2017). Essas substancias hidrofobicas
favoreceram interagdes de dispersdo de London (Van der Waals) (SKOOG et al.,

2014) com o composto, explicando sua elevada retencéao.

Quadro 3 — Interpretagcao dos dados segundo caracteristicas dos surfactantes

Surfactantes Afinidade

Presentes Observada Molhabilidade Retencao Lavabilidade
- Aumento da
Molhabilidade; - Menor Retencao
- Média: Residuos
Hidrofilico: . . -Reducaodatensdao - Residuos mais mais facilmente
. - Maior em Agua . PN .
Anibnicos superficial; suscetiveis a removidos por chuva
redistribuicéo e ou enxague
- Promocao de remocgao por agua;

espalhamento;

. - Maior Retencao - Baixa: Residuos
. L - Manteve maior i . .
Hidrofdbico: ) o - Residuos mais persistentes e
o - Maior na Folha afinidade coma . . .
Nao I6nico L fortemente aderidos resistentes a
superficie . . . .
a superficie foliar remocao aquosa

Fonte: O préprio autor.

Assim, pode-se concluir que os surfactantes hidrofilicos presente nas
formulacdes de estudo aumentaram a suscetibilidade do inseticida a lavagem por
agua, enquanto surfactantes de carater hidrofébico promoveram maior adesao e
persisténcia superficial. Essa distincdo reforca a importdncia da escolha da
formulacdo na avaliagdo do risco de exposi¢ao indireta e no desenvolvimento de
estratégias de mitigacao de residuos.

Em sistemas agricolas onde ha maior acumulo de palhada, como
ocorre com frequéncia em cultivos de milho, a utilizagdo de agrotéxicos com maior
lavabilidade pode representar uma vantagem operacional. Nesses contextos, a

facilidade de transporte do ativo pela agua favorece a redistribuicdo do produto,
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permitindo que ele alcance regides da planta que oferecem melhores condigbes para
sua agao bioldgica. Assim, a mobilidade promovida pelo escoamento pode contribuir
para uma cobertura mais uniforme do dossel vegetal, especialmente quando a
arquitetura da cultura ou a presenga de residuos vegetais dificultam a penetracao
direta da pulverizagao.

Por outro lado, em culturas como a soja, cuja superficie foliar e
arquitetura sdo mais expostas e menos dependentes da redistribuicdo hidrolégica, a
elevada lavabilidade pode resultar em perdas significativas do ingrediente ativo.
Nessas situagdes, a remogao do produto pela chuva ou pela irrigagao reduz o tempo
de permanéncia do agrotdxico na superficie foliar, diminuindo sua eficacia e exigindo,
muitas vezes, reaplicacbes para compensar a menor retencdo. Desse modo,
caracteristicas como resisténcia a lavagem e aderéncia tornam-se determinantes para
o desempenho agronémico do produto, especialmente quando se busca maximizar a

eficiéncia do tratamento e reduzir desperdicios.
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6 CONCLUSAO

A validagdo demonstrou que o método desenvolvido apresenta
robustez e confiabilidade na faixa de 26,0 a 926,0 ug-L™*, cumprindo integralmente os
critérios estabelecidos por normas internacionais (SANTE/Eurachem) e nacionais
(ANVISA/INMETRO). O método evidenciou adequada seletividade, confirmada pelos
testes de correspondéncia do tempo de retencéo, avaliagao das intensidades relativas
dos ions e verificacdo do efeito matriz. Mostrou-se sensivel, conforme observado
pelos valores de inclinagéo (slope) determinados em trés niveis distintos da curva
analitica abrangendo de 98,87 a 139,96 area/ug-L™, e apresentou boa precisao, com
RSD dentro da margem esperada.

Os limites de deteccado e quantificagdo, de 15,00 e 26,00 pg-L™,
respectivamente, foram adequados ao propésito analitico, e a exatiddo permaneceu
dentro da faixa aceitavel de recuperacédo. Ademais, a faixa de trabalho abrangeu com
seguranga as concentracoes de interesse e os calculos de incerteza reforcaram a
confiabilidade dos resultados obtidos. Além disso, a avaliagdo da robustez, a qual
evidenciou que pequenas variagdes, como a dureza da agua utilizada no preparo das
amostras — situagcbées comuns em condicbes de campo — nao comprometeram
significamente o desempenho do método.

Nos testes praticos com as formulacbes, foi possivel observar
diferengas no comportamento frente a lavagem: a formulagdo WG apresentou a maior
fracdo removida em agua (~20,70%), seguida da SC (~13,81%) e da EC (~7,49%).
Esses achados evidenciam que cada formulagdo apresenta um perfil distinto de
permanéncia na superficie foliar. Essa informacdo € de grande interesse para os
agricultores, pois auxilia na escolha da formulagdo mais adequada conforme a
necessidade pratica: enquanto algumas apresentam maior solubilidade e
suscetibilidade a remocgao pela agua, outras garantem maior aderéncia e persisténcia
no tecido vegetal, influenciando diretamente a eficiéncia do tratamento e a relagéao
custo-beneficio no campo.

Em resumo, trata-se de um método que alia rigor cientifico e
aplicabilidade pratica, fornecendo resultados consistentes, robustos e relevantes para

0 contexto de uso.
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APENDICES
APENDICE A - TUNE AUTOMATICO

O relatério de avaliacdo do Auto Tune do espectrometro de massas
modelo 5977 demonstrou que os ions de referéncia m/z 69, 219 e 502 apresentaram
posicoes de 69,00; 219,00; e 502,00, respectivamente, confirmando o adequado

alinhamento do eixo de massas (Tabela A1).

Tabela A1 — Avaliacao do Tune: posicédo dos ions de referéncia

Parametro Valor Status
Posicao da massa 69 (68,80 - 69,20) 69 oK
Posicdo damassa 219 (218,80 - 219,20) 219 oK
Posicao da massa 502 (501,80 - 502,20) 502 oK

Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.

As razdes isotopicas permaneceram dentro dos limites de aceitacéao,
com 70/69 em 1,12% (faixa de 0,5-1,6%), 220/219 em 4,39% (faixa de 2,3-5,4%) e
503/502 em 10,00% (faixa de 7,9-12,3%), evidenciando a estabilidade do sistema
(Tabela A2).

Tabela A2 — Avaliagado do Tune — Razbes Isotopicas

Parametro Valor Status
Razao da massa 70 para amassa 69 (0,5 - 1,6%) 1,12 OK

Razédo da massa 220 paraamassa219(3,2-5,4%) 4,39 OK

Razao da massa 503 para a massa 502 (7,9 - 12,3%) 10 oK

Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.

Os critérios de intensidade relativa (Tabela A3) também foram
atendidos, com a razao 219/69 em 79,44% (minimo exigido = 40%) e a razao 502/69

em 5,61% (maximo aceitavel < 12%).

Tabela A3 — Avaliacao do Tune — Intensidade Relativa

Parametro Valor Status
Arazao entre 219 e 69 deve ser 2 40% 79,44 OK
Taxa de 502 a 69 deve ser 2 2,4% 5,61 OK

Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.
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A variagao relativa de precursores foi minima, com 69 em 0,09%, 219

em 0,07% e 502 em 0,06%, valores muito abaixo dos limites criticos (Tabela A4).

Tabela A4 — Avaliagcao do Tune — Precursores

Parametro Valor Status
Massa 69 Percursor (< 3%) 0,09 OK
Massa 219 Percursor (< 6%) 0,07 oK
Massa 502 Percursor (< 12%) 0,06 OK

Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.

A verificagdo de vazamento do sistema demonstrou conformidade,
com razado de H,O em 0,7% (< 20%), razdo de N, em 0,5% (< 10%) e tensado do

multiplicador de elétrons em 1081 V, bem abaixo do limite de 2900 V (Tabela A5).

Tabela A5 — Avaliagao do Tune — Vazamentos e Tensao

Parametro Valor Status
Razéo do H,0 (= 20%) 0,7 OK
Razédo do N, (< 10%) 0,5 OK
Tensao da Eletro multiplicadora (< 2900) 1081 oK

Fonte: Software Agilent OpenLab CDS.

O nivel de vacuo registrado foi de 1,58 x 107° torr, compativel com
operacao estavel e segura.

De forma geral, os resultados confirmam que o equipamento esteve
devidamente calibrado, sem desvios significativos nos parametros de massa,
intensidade relativa ou razdo isotopica. A estabilidade observada assegura que o
espectrédmetro de massas operava em condicdes ideais para analises quantitativas e
qualitativas, garantindo a confiabilidade das determinag¢des subsequentes.





