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RESUMO

O crescente aumento populacional levou a necessidade de uma alta produgéo de alimentos no
mundo. Dessa forma, para obter uma maior produtividade das terras cultivaveis, o uso de
agroquimicos difundiu-se no mundo inteiro. Tendo o Brasil se tornado um dos maiores exportadores
e produtores de alimentos no mundo, o uso destes produtos aumentou consideravelmente em pouco
tempo e, com isso, a necessidade cada vez mais de métodos de analises para assegurar a qualidade
dos produtos. A contaminacao cruzada entre produtos agroquimicos oferece um dos maiores riscos
na qualidade e eficiéncia em campo. A contaminagéo é algo que deve ser evitada em toda cadeia
produtiva de agroquimicos, para isso sdo realizadas avaliagBes de risco e determinados niveis de
concentracdo aceitveis de um ingrediente ativo de um produto para o produto seguinte. A
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ¢é a técnica mais difundida para assegurar a qualidade de
produtos agroquimicos. Dessa forma, métodos analiticos rapidos, sensiveis, precisos e exatos
devem ser desenvolvidos para a determinacdo desses ingredientes ativos. Este estudo tem a
finalidade de validar dois métodos de analises, em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplado a detector por Arranjo de Diodos, dos ingredientes ativos Azoxystrobin e
Tebuconazole no produto agroquimico e nas amostras geradas na descontaminacao da plantas
produtivas, avaliando os parametros exigidos conforme a norma ABNT NBR 14029:2016, os
quais sdo: seletividade, linearidade, exatiddo e precisdao. Os metodos propostos demonstraram
ser especificos e seletivos para os ingredientes ativos e demonstraram linearidade na faixa de
trabalho de 96-144 g L™ para Azoxystrobin e 128-192 g L™ para Tebuconazole no produto
agroquimico e também de 1 - 9 ppm para Azoxystrobin e 5 — 250 ppm para Tebuconazole para
0s produtos das descontaminacdes. Os métodos propostos obtiveram niveis aceitaveis de
recuperacdo e precisdo para Azoxystrobin e Tebuconazole, demonstrando que os métodos séo
exatos e precisos conforme exige a norma.

Palavras-chaves: Cromatografia, Agroquimicos, Contaminacdo cruzada.



ABSTRACT
The ever-growing population has forced an equal growth on food production through the

world. In this way, to obtain higher productivity rate on cultivated land, the use of agrochemicals
spread worldwide. Having Brazil become the largest exporter of food products in the world, the use
of this kind of products has increase drastically in a short time and, with that, the necessity of
analytical methods to ensure the quality of these products. The cross contamination between
agrochemicals products offers one of the biggest risks with quality and efficiency on the field. The
cross contamination is something that must be avoid throughout all the supply chain of these
products, for that, risk assessments are made and determine certain acceptable limits of
contamination of an active ingredient (Al) from one product to the next one. High Performance
Liquid Chromatography is the most widespread technique to ensure quality for agrochemicals.
Thus, fast analytical methods, sensitive, precise and exact should be developed to determine the
level of these IA. This study has the purpose to validate two analytical methods, on High
Performance Liquid Chromatography coupled to a Diode Array detector, for the 1A Azoxystrobin
and Tebuconazole on the agrochemical product and in the samples generated during the
decontamination of the production site, evaluating the required parameters according to ABNT
NBR 14029:2016, which are: selectivity, linearity, accuracy and precision. The proposed methods
demonstrate to be specific and selective for the Al and showed linearity in the working range of
96-144 g L* to Azoxystrobin and 128-192 g L™ to Tebuconazole on the product and the range of
1 -9 ppm to Azoxystrobin and 5 — 250 ppm to Tebuconazole for the decontamination products. The
proposed methods achieved acceptable levels of recovery and precision to Azoxystrobin and
Tebuconazole, demonstrating that the methods are accurate and exacts as required by the standard.

Key words: Chromatography, Agrochemicals, Cross contamination.
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1 INTRODUCAO

1.1  Importancia dos Defensivos Agricolas

Defensivos agricolas, praguicidas, pesticidas, produtos fitossanitarios, remédios ou
veneno. Estas sdo algumas das denominacgdes que 0s agrotoxicos ja tiveram no passado e que
hoje, dependendo do grupo (ou grupos) de interesse, sdo utilizadas para conferir um caracter
negativo ou positivo ao tema. Este grupo de substancias sdo utilizadas para o controle de pragas
(animais e vegetais), doencas de plantas, para combater vetores de doengas em campanhas
sanitarias e também nas pastagens para a pecuaria (PERES, MOREIRA e DUBOIS, 2003).

Existem relatos que, desde a antiguidade, o0 homem ja lidava contra pragas que afetavam
as lavouras e transmitiam doencas. Destaca-se 0 uso do arsénio na Idade Média, assim como a
utilizagdo de compostos organicos, como a nicotina com a finalidade de atuar como inseticida
na Europa e nos Estados Unidos (GONCALVES, 2004) e (GASPARIN, 2005).

O crescente aumento populacional aliado ao desenvolvimento agricola levou 0 homem
a estocar gréos e a criar animais domesticos. Os campos cultivaveis, entretanto, tornaram-se
suscetiveis a ataques de roedores, insetos, fungos e bactérias, devido a grande quantidade de
alimentos, colocando em risco a saude e o0 bem-estar das pessoas (BRAIBANTE e ZAPPE,
2012). O controle das pragas, como sdo conhecidas até os dias atuais, foi o principal motivo
para o desenvolvimento crescente dos agrotoxicos ao longo dos anos, cujos produtos/moléculas
estdo cada vez mais eficazes e seletivos, assim como menos persistentes nos alimentos em que
sdo aplicados e no meio ambiente (NUNES e RIBEIRO, 1999).

Atualmente o Brasil € o terceiro maior exportador de alimentos no mundo. Segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, no ano de 2017 o pais teve uma producao
recorde de 237,6 milhdes de toneladas para 61,0 milhGes de hectares de area plantada (MAPA,
2018). Em 2017 o Produto Interno Bruto totalizou R$ 6.559,9 bilhdes, sendo R$ 5.648,6 bilhdes
referentes ao valor adicionado a precos basicos. No mesmo ano de 2017, a agropecuaria
registrou R$ 299,5 bilhdes, representando 5,3% do total do PIB, considerando o valor
adicionado a precos basicos (IBGE, 2017).

E incontestavel a importancia da agricultura para o Brasil. De acordo com a Projec&o do
Agronegocio para o Brasil em 2017/2018 a 2027/2028 (MAPA, 2018, p. 82), “A producdo de
grdos devera passar de 232,6 milhdes de toneladas em 2017/2018 para 302 milhGes de toneladas
em 2027/28. Isso indica um acréscimo de 69 milhGes de toneladas a producéo atual do Brasil.”.
Esse avanco exigird um esforco de crescimento que deve consistir em infraestrutura,
investimento em pesquisa e financiamento (MAPA, 2018).
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Para Bombardi (2012) a alta produtividade agricola do agronegécio brasileiro é
responsavel, em termos totais, pelo maior consumo de agrotoxicos, de modo que os cultivos de
soja, milho e cana, juntos, respondem por praticamente 70% de todo seu uso no Brasil. J& para
Pignati (2017), estes trés cultivos corresponderam a 82% de todo o volume de agrotdxicos
utilizados no pais no ano de 2015, indicando uma tendéncia de aumento do uso desses insumos

nestas culturas. A tabela 1 abaixo expde o consumo de agrotdxico em 2015 para cada tipo de

lavoura.
Tabela 1 - Area plantada, média de uso por hectare e total de agrotoxicos por tipo de lavoura no Brasil,
2015.
Cultura agricola Area Meédia de uso de agrotoxicos Consumo de agrotéxicos
plantada (litros/hectares) (litros)
(hectares)
Soja 32.206.787 17,7 570.060.129,90
Milho 15.846.517 7,4 117.264.225,80
Cana-de-agucar 10.161.622 4.8 48.775.785,60
Algodéo 1.047.622 28,6 29.961.989,20
Trigo 2.490.115 10 24.901.150,00
Fumo 406.377 60 24.382.620,00
Arroz 2.162.178 10 21.621.780,00
Café 1.988.272 10 19.882.720,00
Citricos 766.516 23 17.629.868,00
Feijdo 3.130.036 5 15.650.180,00
Banana 484.430 10 4.844.300,00
Tomate 63.626 20 1.272.520,00
Uva 78.026 12 936.312,00
Girassol 111.843 74 827.638,20
Mamao 30.445 10 304.450,00
Melancia 97.910 3 293.730,00
Abacaxi 69.565 3 208.695,00
Manga 64.412 3 193.236,00
Meldo 20.837 3 62.511,00
Total 71.227.136 - 899.073.840,70

(Fonte: IBGE-SIDRA; Pignati et al.)
De acordo com a Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura

(FAO) orgdo ligado a Organizacdo das Nacoes Unidas (ONU), o Brasil aparece em 44° posi¢édo
no ranking de paises que utilizam as substancias quimicas. Segundo os dados da entidade, o
consumo relativo no pais foi de 4,31 quilos de defensivos por hectare cultivado em 2016.
Quando avaliado o consumo em func¢édo da producéo agricola, o Brasil fica em 58° lugar, com
0 uso de 0,28 quilos de defensivos por tonelada de produto produzido (MAPA,2019).

O consumo de defensivos no Brasil é influenciado pelo clima tropical brasileiro, o qual
favorece a proliferacdo de pragas e, consequentemente, a possibilidade de mais aplicacdo de
defensivo agricola em safra de inverno e safrinha, para ndo ocorrer a quebra do ciclo de
reproducdo. Diferente do que ocorre em paises de clima temperado que em época de inverno as

pragas sao inativadas pelo frio (MAPA,2019).
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1.2 Legislacdes e Orgdos Regulamentadores

Apos a Il guerra mundial houve uma rapida explosdo no desenvolvimento e modernizagao
da agricultura, a qual foi acompanhada do intensivo uso de insumos quimicos, biolégicos e
mecanicos. Para a indUstria de agrotoxicos n Brasil, foi de fundamental importancia a cria¢éo
em 1975 do Programa Nacional de Defensivos Agricolas, no @mbito do Il Plano Nacional de
Desenvolvimento, que proporcionou recursos financeiros para a criagdo de empresas nacionais
e a instalacdo de subsidiarias de empresas transnacionais no Brasil. Além disso, a existéncia de
um marco regulatério defasado e pouco rigoroso, baseado no Regulamento de Defesa Sanitéaria
Vegetal de 1934, facilitou o rapido registro de substancias agrotdxicas, muitas delas ja banidas
pelas legislacdes de paises desenvolvidos (PELAEZ, TERRA, SILVA, 2010).

O uso de agrotoxicos no Brasil é regido pela Lei N° 7.802, de 11 de julho de 1989 e
conhecida como “Lei dos Agrotoxicos”, regulamentada pelo Decreto n® 4.074/2002. De acordo
com o seu Artigo 1°, esta lei versa sobre a:

“pesquisa, a experimentag¢do, a producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, o
armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial, a utilizacdo, a
importacdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e embalagens, o registro, a
classificacdo, o controle, a inspecéo e a fiscalizacio de agrotdxicos, seus componentes
e afins” (BRASIL, 1989, art.1°).

A nova lei foi um grande avango para a concessao de novos registros de agrotoxicos, pois
as regras se tornaram mais rigorosas e a concessao exigira a aprovacdo diante trés orgaos:
MAPA, IBAMA e ANVISA. Além disso, a nova legislacdo previu, de acordo com o Artigo 3°,
a concessdo do registro de novos agrotdxicos, caso “a agdo toxica sobre o ser humano e o0 meio
ambiente for comprovadamente igual ou menor do que a daqueles ja registrados, para um
mesmo fim”. Descrito no Artigo 5°, existe a possibilidade de impugnacdo ou cancelamento do
registro por solicitacdo de entidades representativas da sociedade civil (BRASIL, 1989).

A portaria N°45, de 10 de dezembro de 1990 determina, no Artigo 11°, que os limites
aceitaveis de diferenca entre a composi¢cdo do produto formulado e o resultado da avaliacdo

quimica, obedecerdo ao que consta na tabela 2 abaixo:
Tabela 2 - Limites aceitados de I.A. pela Portaria N°45, Artigo 11°

Quantidade declarada do I.A. Limites Aceitaveis de Valor declarado em

Limites aceitaveis

g/kg ou g/L do produto diferenca g/Kgou g/L de LA
500 ou mais + 25 unidades 700 675a 725
250 a 500 + 05% 400 3802420
100 a 250 + 06% 200 188 a 212
25a100 + 10% 80 72288
0a25 + 15% 10 8,5al1l15

(Fonte: MAPA, 1990)
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1.3 Defensivos Agricolas: Defini¢bes, ClassificacGes e Formulacdes.
1.3.1 Definigdes

Segundo defini¢do descrita na Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, agrotdxicos séo
produtos ou agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecao de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora ou da fauna, a
fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos. Os agrotoxicos sao
também as substdncias e os produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989).

Os agrotoxicos sdo compostos basicamente por um principio ativo, ingredientes inertes e
adjuvantes. Os principios ativos ou ingredientes ativos sdo as substancias quimicas ou
biologicas que déo a eficacia aos produtos, ou, segundo a defini¢cdo do Decreto n° 4.074, artigo
1°, de 4 de janeiro de 2002, é a “substancia, produto ou agente resultante de processos de
natureza quimica, fisica ou bioldgica, empregados para conferir eficacia aos agrotoxicos e
afins”(BRASIL, 2002, Art. 1°). Os ingredientes inertes sdo as substancias utilizadas como
diluentes ou veiculos para os principios ativos de uma formulacdo agroquimica. Podem ser dos
mais diversos tipos como, por exemplo, talco, apatita, bentonita, calcita, argila calcinada,
enxofre, dolomita, diluentes vegetais como polpas, farinhas, etc (SILVA, 2005).

Adjuvantes sdo substancias usadas para imprimir as caracteristicas desejadas as
formulagdes. De acordo com Silva (2015), os principais adjuvantes sdo:
a) emulsificantes: substancias utilizadas para estabilizar uma emulséo, que diminuem a tenséo
interfacial entre as duas fases liquidas;
b) agentes umectantes: tem a funcdo de molhar, umedecer, com a substancia que se dilui;
c) dispersantes: separar, espalhar, fazer ir para diferentes partes;
d) espalhantes adesivos: diminuem a tensao superficial das goticulas, diminuindo o angulo de
contato das gotas com a superficie e, consequentemente, aumentando a superficie molhada
comum mesmo volume; ao mesmo tempo promovem a aderéncia, cola, unido do produto ao
alvo desejado;
e) desodorizantes: ou desodorantes, servem para tirar o odor, ou 0 mau odor;
f) estabilizantes: tornam estavel uma solucéo;

g) antiespumantes: impedem a formacéo excessiva de espuma na calda;
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h) surfactantes: substéncias que alteram as propriedades da superficie de um liquido ou da
interface de um sélido e de um liquido, para que ndo reste nenhuma area sem molhamento;

i) corantes: servem para detectar a presenca do produto toxico.

1.3.2 Classificagoes

1.3.2.1 Conforme Organismo Alvo

Existem diferentes formas de classificar os agroquimicos. De acordo com Karam, et al
(2015), estes produtos podem ser classificados de acordo com o seu organismo alvo:
a) Inseticidas: Os quais possuem acdo de combate a insetos, larvas e formigas;
b) Fungicidas: Os que atuam no combate a fungos;
c) Herbicidas: Os quais apresentam agdo sobre plantas invasoras;
d) Raticidas: Os quais s&o utilizados no combate de roedores;
e) Acaricidas: Os quais tém acdo sobre diferentes acaros;
f) Nematicidas: Os quais agem no controle de nematoides;
g) Fumigantes: Os quais utilizados no controle de pragas e bactérias;
h) Moluscicidas: Os quais sdo produtos para 0 combate de moluscos;
1.3.2.2 Conforme sua toxidade
Os agrotoxicos sdo classificados pela Anvisa de acordo com sua toxicidade do ponto de
vista dos seus efeitos agudos. Para o Ministério da Saude, os produtos sdo baseados na DL50
oral das formulagdes liquidas e sdlidas. J& para a Organizacdo Mundial da Saide — OMS, a
classificagdo toxicoldgica do agrotoxico é baseada na DL50 em ratos, oral e dérmica, por mg/kg
de peso, das formulagdes liquidas e sélidas. No quadro 1 abaixo pode-se observar as
classificagdes adotadas para cada DL50 e as faixas coloridas indicativa de sua classe

toxicologica que devem estar presentes nos rotulos.

Quadro 1 - Classificacdo toxicoldgica dos agroguimicos

GRUPOS DL50 DOSE CAPAZ DE MATAR CLASSIFICACAO MS
(mg/Kg) UMA PESSOA ADULTA PRODUTO COMERCIAL
Extrer,na}mente <5 1 pitada/algumas gotas Classe | Faixa Vermelha

Toxico
Altamente Tdxico 5-50 Algumas gotas/1 colher de cha Classe Il .

Faixa Amarela

Med_ll%z?crgente 50-500 1 colher de ch&/2 colheres de sopa Classe 11l Faixa Azul

Pouco Toxico 500-5000 2 colheres de sopa — um copo Classe IV Faixa Verde

Muito Pouco Téxico >5000 Um copo — um litro

Fonte: (VELASCO e CAPANEMA, 2006)
Atualmente, no Brasil, 34% dos produtos registrados no Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento sdo classificados como extremamente toxicos e 18% como altamente
toxicos (Figura 1).
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Figura 1- Porcentagem das classes toxicoldgica dos agrotoxicos registrados no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento para uso na agricultura brasileira.

H Extremamente ToOxio
Altamnente Toxico
B Mediamente Toxico

= Pouco Toxico

Fonte: (KARAM, SILVA, et al., 2015).

1.3.3 Formulacdes

Para Lima e Sant'anna Jr. (2010, p. 47), “o processo de formulacdo de defensivos
agricolas estd em continua evolucdo, sempre buscando formas de melhorar a eficacia
agrondmica e a seguranca a0 homem e ao meio ambiente, além de reducdo de custos para 0s
agricultores e garantia de suprimento adequado ao mercado”. As formulagdes visam cada vez
mais agregar novas tecnologias, mais qualidade e melhorar a seguranca e o perfil ambiental dos
produtos agroquimicos. As formulagdes sdo as principais vias e “sistema de entrega” para que
os ingredientes ativos consigam atingir seu potencial total. Durante o desenvolvimento de
produtos agroquimicos, a escolha certa do tipo de formulacao ajuda a diminuir a sua toxicidade
ao meio ambiente e a sua volatilidade (CROPLIFE, 2019).

As formulacdes podem ser do tipo de pré-misturas ou de pronto uso. As pré-mistura séo
formulacdes que necessitam ser diluidas (geralmente com &gua) até uma concentracdo
adequada, no ato da aplicacdo. Por exemplo: P6 Molhavel (WP), Concentrado Emulsionavel
(EC), Suspensdo Concentrada (SC). Ja formulacdes de pronto uso sdo formulacdes cujas
concentracdes ja estdo adequadas para aplicacdo em campo. Por exemplo: P6 Seco (DP),
Granulados (GR) e Ultra Baixo Volume (UBV). Estas praticamente ndo sdo mais utilizadas
devido a riscos de contaminacdo do ambiente (deriva) e seguranca na aplicacdo (SILVA, 2005).

O quadro 2 mostra alguns tipos de formulacGes presentes no mercado.
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_Quadro 2 - Principais Tipos de Formulacdes de Agroguimicos

Estado Fisico Tipo Sigla Descrigio resumida
Liquido s1 O ingrediente ativo (TA) & dissolvido em agua ou em solvente
solavel orgénico miscivel em agua.
O TA & dizssolvide em um solvente orgidnmico apolar. A
Concentrado - . " = . .
. . EC formulagio contém aditivos que garantem a emulsificaco do
emulsionavel . 1l
produto ne momento da aplicagdo.
O IA & praticamente insoldvel no solvente utilizado como
g x diluente. No processo de formulagZo, o IA é meido ja disperso
uspensic . . L .
_ sC no diluente. O produto € estabilizado pela agdc de agentes
Liquidas concentrada di .
ispersantes, umectantes, espessantes, anticongelantes e
biocidas.
A formulagio é composta de duas fases, uma fase aguosza e
. . | outra orgdnica, estabilizadas em wma Onica fase pela agdo de
Emulsdo EOeEW agentes emulsificantes. Estas podem ser de dois tipos: diluente
em dgua (EW) e diluente orgdnico (EO).
P— A formulagio contém particulas solidas e liguidas em
Po SE suspensdo no meio diluente. E estabilizada pela aglo de
emulsio -
aditivos.
Pds solaveis sP O 1A & solovel em dgua.
Solidas Pés molhdveis WP O IA € inzolovel em agua. _f!.dit:vcrs garantem a umectacdo do
produto no momento da aplicacio.
. Formulagio granulada com altos teores de ingrediente ativo.
Granulos N A . . N
dispersiveis WG Contém agentez dispersantes que garantem a dizpersdo neo
momento da aplicacio do produto.

(Fonte: Adaptada de http://www.maxwell.vrac.puc-rio.br/9960/9960 2.PDF — PUC-Rio - N°0511081/CA.)

1.4 Prevencdo a Contaminagao

Uma préatica comum entre empresas formuladoras de defensivos agricolas € o planejamento
do uso de equipamentos e unidades de producdo para mais de um produto formulado, visto que é
invidvel a segregacdo de uma unidade de producdo para um sO produto, dado ao portfolio
diversificado das empresas agroquimicas. As vendas sazonais, que vai de acordo com as
necessidades dos clientes e do campo, permitem que haja a rotatividade entre a producdo de
produtos durante o ano.

No entanto, é de extrema importancia que ocorra a devida descontaminacdo das linhas
produtivas entre cada producdo. Sem um controle cuidadoso, a contaminacao por ingredientes
ativos previamente presentes nos equipamentos pode ocorrer e possivelmente causar efeitos
adversos em culturas sensiveis e tratadas ou em espécies ndo alvo, como por exemplo
fitotoxicidade (CROPLIFE, 2019).

Uma politica de prevencdo a contaminacdo deve ser seguida a risca dentro de toda empresa
que produza defensivos agricolas para diminuir os riscos de contaminagéo cruzada. De acordo com
a Croplife (2015, p.30) existem alguns requisitos gerais que os fabricantes devem seguir:

e Avaliacdes de risco de prevencdo de contaminacdo documentadas devem ser
conduzidas.
e  Os niveis de limpeza devem ser definidos.
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e  Os produtos ndo herbicidas ndo devem ser fabricados nos mesmos equipamentos
que os herbicidas, isto é, a separagdo de unidades de fabricacdo deve ser
garantida. Isso se aplica a todas as operagdes de sintese, formulac8o, envase e
embalagem. Uma excecéo a essa regra somente pode ser permitida quando uma
verificagcdo rigorosa da limpe za for confirmada e houver uma aprovagdo
documentada da alta administrag&o.

e O manuseio de matérias-primas deve ser avaliado com o objetivo de minimizar o
risco de uso de matérias-primas em comum para herbicidas e ndo herbicidas.

e Equipamentos portateis mdéveis (aspiradores a vacuo, mangueiras flexiveis,
bombas, ferramentas, etc.) devem ser dedicados as areas de herbicidas ou nao
herbicidas [...];

e Recipientes recarregaveis (IBCs, 1SOs, Big Bags, caminhdes ferroviarios, etc.)
devem ser tratados da mesma maneira que oS equipamentos quimicos quando
entram em contato com produtos.

e Avreciclagem e oretrabalho devem ser administrados no sentido de se minimizar
riscos de contaminac&o cruzada.

e Todos os materiais devem ser clara e devidamente rotulados, incluindo, entre
outros: matérias-primas, intermediarios, formulagBes a granel, produtos
acabados, retrabalho, reciclados e residuos [...].

e Procedimentos de limpeza eficazes e métodos analiticos validados devem estar
disponiveis para analisar residuos em liquidos de lavagem (enxague) e/ou no
produto subsequente.

e Uma operacéo de limpeza deve ser executada logo que possivel apds a producéo
ter parado, ndo apenas na troca de um produto para o proximo, mas também se o
equipamento for deixado inativo [...]. Isso se aplica a todos os equipamentos de
sintese, formulacéo, envase e embalagem.

1.4.1 Niveis de Limpeza

O nivel de limpeza exigido para uma troca de produto em uma mesma planta produtiva é
o principal indicativo de risco envolvido, ou seja, quanto mais baixo o nivel de limpeza, maior
0 risco de um incidente de contaminagéo, caso o processo de limpeza falhe. Além disso, para
se alcangar os niveis mais baixos de limpeza exigidos, é necessario mais mao de obra, tempo
de parada, custos elevados de limpeza e maiores necessidades de disposicdo de residuos
(CROPLIFE, 2015).
De acordo com a Croplife (2015, p. 28),
O objetivo da definicdo de niveis de limpeza em instalagbes de fabricacdo
multifuncionais é assegurar que, apés as operagdes de limpeza para uma troca de
produto, o produto subsequente possa ser usado de modo seguro em todas as culturas

para as quais esteja registrado, sem risco de apresentar efeitos adversos causados por
impurezas residuais de produtos precedentes.

Deve-se levar em consideracdo alguns fatores ao calcular os niveis de limpeza, como a
categoria do produto (herbicida, fungicida ou inseticida), os requisitos legais de cada regido, a
toxicidade em culturas ndo alvos e organismos ndo alvos, a taxa e nimero de aplicacdes e 0s
fatores de seguranca, os quais estes sao determinados por cada empresa para mitigar ainda mais
os riscos (CROPLIFE, 2019).
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De acordo com a Croplife (2019), para calcular os niveis aceitaveis de contaminacdo ou
ACLs (sigla da palavra em inglés Acceptable Contamination Levels), algumas informac6es sdo

necessarias:

« Para ingrediente ativo de qualquer herbicida é necessario ter conhecimento dos niveis

de efeito ndo observavel (NOELs em sigla inglés). Os dados de NOEL para herbicidas

ndo sdo disponiveis na literatura cientifica e normalmente sdo gerados nas estufas da

empresa que originalmente descobriram o ingrediente ativo. O NOEL geralmente néo é

necessario para fungicidas e inseticidas.

« As vazbes maximas de aplicacdo do produto seguinte em todas as culturas que ele foi

Registrado e o numero de aplicac6es por estacdo de cultivo.

* Classificacao de acordo com as categorias listadas no Regulamento de Pesticidas (PR)

Aviso 96-8, 31 de outubro de 1996 (US EPA PRN 96-8) demonstrado na figura 2.

« Para o calculo da ACLs para inseticidas é necessario ter o DL50 (abelha).

* A regido geografica onde o produto esta registrado para cobrir 0S requerimentos legais.

Figura 2 - Classificacdo de acordo com as categorias listadas no Regulamento de Pesticidas (PR) Aviso 96-8, 31
de outubro de 1996 (US EPA PRN 96-8).

Categoria | Tipo de contaminante Tipo de pesticida Nivel Toxicologicamente
contaminado Significativo (3) (ppm)(4)
1 Inseticida (5), Qualquer inseticida, 1000
fungicida, fungicida, molusdicida,
moluscicida ou nematicida, herbidda,
nematicida em... regulador de arescimento
de plantas, desfolhante
ou dessecante.
2 Herbicida, regulador | Qualquer pesticida (6) em 1000
de crescimento de que o contaminante seja
plantas, desfolhante aceito para uso em todos
ou dessecante em... 05 locais onde o produto &
rotulado.
3 Qualquer pesticida Qualquer pesticida 1000
(6) que nao seja um antimicrobiano.
herbidda de baixa
taxa de aphicacao (7)
em...
a Herbicida de taxa Qualquer herbicida, 250
normal (8), requlador | regulador de crescimento
de crescimento de de plantas, desfolhante ou
plantas, desfolhante dessecante.
ou dessecante em....
5 Qualquer pesticida Um pesticida (6) aplicado no 100
(6) em... corpo humano.
6 Herbidda de taxa Qualquer inseticida, 100
normal, regulador fungicida, moluscicida ou
de crescimento de nematicida.
plantas, desfolhante
ou dessecante em..
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Figura 2 -(Continuacéo)

Categoria | Tipo de contaminante Tipo de pesticida Mivel Toxicologicamenie
contaminado Significativa (3) (ppm){4)
7 Herbicada de baixa Um herbicida de baixa taxa Nivel de quantificacao
taxa de aphcacdo de aplicacao (9) ou 100 ppm, 0 que
em for mais alto
8 Herbicda de baixa Um herbicida de taxa Nivel de quantificacdo
taxa de aplicacdo normal, requlador de (9) ou 20 ppm, 0 Que
em cresamento de plantas, des- for mais alto

folhante ou dessecante

9 Herbiada de baixa Um pesticida (6) que nao Nivel de quantificacao
taxa de aplicacdo seja herbicida, regulador (9) ou 1 ppm, 0 que
em de aescimento de planta, for mais alto

desfolhante ou dessecante

Fonte: (CROPLIFE, 2015)
Notas:

(1) Para os fins desta notificagdo, um contaminante é definido como um ingrediente ativo que néo
esta na declaracdo confidencial da formula do produto, nem listado na discusséo de impurezas;
@[]

(3) Essa coluna apresenta o nivel toxicologicamente significativo, isto é, a concentracdo na qual, ou
acima da qual, a EPA considera o contaminante como toxicologicamente significativo.

(4) A concentracdo é determinada em ppm com base na proporcao entre a massa do contaminante e
a massa do produto formulado.

(5) A definicdo de insetos da FIFRA inclui acaros e outros artropodes que nao sdo classificados pela
nomenclatura cientifica como “insetos”. Ver FIFRA Segédo 2(0).

3

(6) As expressdes “qualquer pesticida” e “um pesticida” ndo incluem os pesticidas que estdo
especificamente isentos desta notificacdo, conforme descrito na Nota 2 acima.

(7) Para os fins desta notificacdo, um herbicida de baixa taxa de aplicacdo é definido como aquele
com uma taxa maxima de aplicagéo de Al identificada no rétulo menor ou igual a 0.5 libra Al/acre
(560 g Al/ha). Esta definicdo incluir produtos com Als que sdo inibidores de aminoacidos ou
inibidores de ALS, incluindo, entre outros, sulfonilureias, imidazolinonas e triazolopirimidinas.

(8) Para os fins desta notificagdo, um herbicida de taxa normal é definido como um aquele com uma
taxa de aplicacdo maxima de Al identificada no rétulo maior que 0.5 libra Al/ acre (560 g Al/ha).
(9) Para fins desta notificagdo, o nivel de quantificacdo € aquele que pode ser obtido pela EPA ou
seu representante designado (State Lead Agency) usando um método analitico adequados fins de

aplicacdo da norma no momento em que a analise é executada.

Calculo da ACL de fungicidas

Os fungicidas foliares e os fungicidas foliares sistémicos sdo tipicamente registrados em

muitas culturas e normalmente ndo causam fitotoxicidade em produtos subsequentes, desde que

sejam aplicados como spray foliar, de acordo com as diretrizes no rétulo do produto seguinte.

Na maioria dos casos, € considerado seguro usar o valor padrdo <1000 ppm listado para a
categoria 1 do US EPA PRN 96-8 na figura 2 (CROPLIFE, 2019).
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De acordo com a Croplife (2019) alguns pontos criticos devem ser levados em

consideracdo durante o planejamento da producao:

Ingredientes ativos e formulagdes coloridas (geralmente formulacGes de tratamento de
sementes ou FS) geralmente requerem limpeza muito abaixo da ACL biologicamente
determinada para atender aos padrdes de cores especificados para o0 produto
subsequente.

Em casos de sequéncia de uma formulagdo aquosa para uma formulagdo a base de
solvente organico ou vice-versa é necessario a remocao completa do solvente usado para
formular o produto anterior.

Alguns fungicidas azdlicos podem causar fitotoxicidade nas mudas ou falha na
germinacdo quando contaminam fungicidas e inseticidas do tratamento de sementes em
ACLs consideraveis abaixo dos valores listados na US EPA PRN 96-8 na figura 2.

Fatores devem ser levados em consideracdo nos casos em que o IA contaminante ndo

esteja registrado na colheita-alvo na qual os produtos sucessivos estiverem registrados. Assim,

os modelos de célculo da ACL podem ser insuficientes para atingir esse requisito. De acordo

com a Croplife (2019), os seguintes critérios devem ser levados em consideracdo para

determinar as ACLs corretas para IAs ndo registradas:

O limite maximo permitido de <1000 ppm para produtos que ndo sao listados como
ingredientes do produto seguinte nunca devem ser excedidos.

Em casos de ndo existir dados de LMR (Limite Maximo de Residuo) de um Al na
colheita-alvo de um produto, em que este Al esteja como contaminante, e que esse 1A
ndo seja registrado para aquela colheita-alvo, deve-se ser seguido o0 LMR de 0,01ppm
de acordo com o artigo 18°

O LMR (Limite Maximo de Residuo) de um IA nao registrado para frutas, leguminosas,
verduras e afins deve ser de 0,01 ppm (10 ppb). Estes casos se aplicam quanto for
aplicado um produto agroquimico na plantacédo e existe um nivel de contaminacdo com
um IA o qual ndo existe registro para aquela colheita-alvo. Regulamento (CE) n°
396/2005 do Parlamento Europeu e do Conselho (23 de fevereiro de 2005), Capitulo
I11, artigo 18

O limite legal pode ser diferente em outras regies geograficas. Como os LMRs néo

sdo normalmente estabelecidos para IAs em culturas que ndo devem ser tratadas com
produtos baseados nesses Als, um LMR padrdo é considerado necessario pelas

autoridades.

A Unica maneira de garantir o nivel de residuo de 1As ndo registradas em uma colheita

seja < 10 ppb, é "ajustando™ o ACL do IA contaminante no produto aplicado nessa colheita

durante a fabricacdo deste produto. Isso requer um célculo especifico para cada cultura e pais.
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Nestes casos, a ACL pode ser menor do que as ACLs necessarias para evitar fitotoxicidade ou

outros efeitos adversos.

1.4.2.1 Calculation of ACLs for non-registered Als
O célculo da ACL de 1As néo registradas € o seguinte (equacao 1):

LL x Yield x 10° (1)

ACL IPPMI= o AR x NRAxLFx DR

Onde:

AR: Taxa maxima de aplicacdo Unica do produto seguinte [g FP/ha] ou [ml FP/ha].

ACL.: Nivel de Concentracdo Aceitavel; ppm [mg de Al / kg ou L de produto formulado].

DR: Taxa de Dissipacédo (o valor padrdo € 1 - sem dissipacéo, por exemplo, aplicacdes

pos-colheita). A quantidade do produto aplicado esté presente na colheita apos a ultima

aplicacdo, p. se diminuido para 20%, o DR ¢ igual a 0,2. Sup6e-se que o DR do produto

e a impureza residual sejam idénticos.

LF: Fator de carga, € a parte do produto aplicado efetivamente capturada no produto.

Intervalo: 0,1 -1.

Exemplos:

Aplicacdo pds-colheita: LF = 1 (100% de contaminante pode ser encontrado em

0 produto).

Pré-fruto (aplicacdo antes da formacdo de qualquer fruto): LF = 0 (0%)

LL: limite legal (expresso em ppb), por exemplo Unido Europeia: 10 ppb (0,01 mg / kg).

NRA: Numero de aplicacdes relevantes (o valor padrédo € 1). O NRA é especifico para o

produto, cultura tratada e geografia. Depende do comportamento contaminante e fisico-

quimico. Como pior cenario, todos os aplicativos sdo relevantes.

SF: Fator de seguranca (o padréo é 1).

Rendimento: Rendimento médio / ha expresso em kg de producéo / ha.

10 -3: Fator de conversao (usado para converter de ppb para ppm).

Cada fabricante do produto define os valores de DR, LF, NRA e SF com base no risco
politica de gestdo dessa empresa. Antes de qualquer primeira producdo € necessario realizar
uma avaliacdo de risco para determinar as ACLs apropriadas para cada produto e planta,

levando em consideracdo os ativos utilizados em cada planta.
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1.4.3  Analise de impurezas residuais

Para a Croplife (2015, p.74) € necessario que:

Os produtos fabricados ndo devem ser liberados antes que seja demonstrado que a
concentracdo de impurezas residuais esta abaixo do nivel em que efeitos bioldgicos,
toxicologicos e ecoldgicos indesejaveis ou problemas normativos podem ocorrer. Isso
exige, além de niveis de limpeza especificos para cada troca de produto,
procedimentos de amostragem, métodos analiticos e analises comprovados.

Um nivel aceitavel de concentracdo (ACL) € definido como a concentragdo dos residuos
do (s) ingrediente (s) ativo (S) do produto anterior no produto seguinte que ndo causa efeitos
adversos, portanto, ndo se aplica aos efluentes de descontaminacdo do produto anterior.
Portanto, os contaminantes séo analisados preferencialmente no produto seguinte, mas também
pode ser analisado no efluente de descontaminag&o no produto anterior. E importante ressaltar
que a determinagdo do contaminante no efluente de descontaminagdo ndo garante
automaticamente que o nivel dos contaminantes do produto a seguir esteja sempre abaixo da
ACL acordada, mesmo que o nivel de limpeza seja alcancado no efluente de descontaminacgéo
(CROPLIFE, 2019).

E necessario o desenvolvimento de método analitico para a quantificacdo dos
contaminantes no produto seguinte e / ou no ultimo efluente de descontaminacéo. No Brasil a
validacdo dos métodos para analise de impurezas se dar pela ABNT NBR 14029 - Agrotoxicos

e afins — Validacdo de métodos analiticos.

1.5 Amostra em analise
1.5.1 Tipo de formulacédo

A formulacdo em estudo por esse trabalho é uma formulacéo do tipo Suspoemulsao (SE),
a qual combina dois ingredientes ativos (Azoxystrobin e Tebuconazole) com propriedades
fisicas diferentes. As formulacdes do tipo SE sdo formulacdes de combinacgédo das tecnologias
de suspencdo concentrada (SC) e emulsdo concentrada (EC). Esses tipos de formulacfes tem
as vantagens de formular mdltiplos ingredientes ativos juntos, aumentar o espectro de atividade
e eliminar a desvantagem de incompatibilidade das misturas em tanque. A figura 3 mostra a
mistura entre os dois tipo de formulacdes.

De acordo com a Croda (2019) é recomendavel desenvolver as formulacées SC e EC
separadamente e, apos a estabilizacdo das duas, junta-las. E ainda, para um boa estabilizacdo
desse tipo de formulacdo, é recomentavel o uso de surfactantes poliméricos para dar melhor

ancoragem e estabilizacdo coloidal a mistura.
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Figura 3— Esquema de formulagéo SE

Ingrediente ativo
solido insolGvel

Fase aquosa
continua
Ingrediente ativo (agua)
liquido insoltvel
(ou ativo sélido

dissolvido em 6leo)

(Fonte: Croda, 2019)
Para a formulacdo em nivel industrial a base EC é formulada em tanque separado da

base SC. Apos a formulacdo das duas bases, ocorre a mistura no tanque SC. Para o processo de

descontaminacédo dos dois tanques foi levado em consideragdo os contaminantes e os solventes
para descontaminar esquematizados na figura 4 abaixo.

Figura 4 — Processo de formulagdo e geracdo de efluente da formulacdo
TANQUE SC TANQUE EC

1* ETAPA

2* ETAPA
MISTURA DA
BASE EC NO
TANQUE SC

3*ETAPA

GERADO EM TEBU LE TEBUCONAZO!
CADA TANQUE AZOXYSTROBIN

E SOLVENTE

PARA VENTE SOLVENTE:
DESCONTAMINAR SoL : SOLVENTE ORGANICO

AGUA A BASE DE AMIDA

(Fonte:Autor, 2019)
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1.5.2

Ingrediente ativo: Azoxystrobin

Segundo o indice monogréafico para o Azoxyxtrobin disponibilizado pela Anvisa:

a) Ingrediente ativo ou nome comum: AZOXISTROBINA (azoxystrobin)
b) N° CAS: 131860-33-8

c) Nome quimico:

methoxyacrylate

methyl

b) Formula bruta: C22H17N3O0s
e) Grupo quimico: Estrobilurina

f) Classe: Fungicida
g) Classificacdo toxicoldgica: Classe 111 (ANVISA, 2019)

Figura 5 — Férmula estrutural do Azoxystrobin

CH,0

=1
CN
7> C0,CH,

(Fonte: ANVISA, 2019)

Figura 6 - Uso agricola nas culturas autorizadas para Azoxytrobin e respectivos LMR

Modalidade de Emprego Modalidade de Emprego
Culturas (Aplicagao) LMR (mg/kg) Culturas (Aplicacio) LMR (mg/kg)
Abacate’ Foliar 1,0 Citros Foliar 0,5
Abébora’ Foliar 0,5 Couve-flor Foliar 0,5
Abobrinha' Foliar 0,5 Crisantemo Foliar UNA
Alface Foliar 1,0 Ervilha Foliar 03
Semente Eucalipto Foliar UNA
Algodao Foliar 0.1 Feijao Foliar 0,1
Alho Foliar 0,2 Figo Foliar 1.0
Alstroeméria Foliar UNA Gerbera Foliar UNA
Ameixa' Foliar 10 Girassol Foliar 0.1
Amendoim Foliar 0,2 Goiaba Foliar 0.2
Anturio Foliar Kalanchoe Foliar UNA
Aoz Foliar 07 Lisianthus Foliar UNA
Aveia Foliar 1,0 Maméo Foliar 0.3
Azaléia Foliar UNA Manga Foliar 04
Banana Foliar 20 Maracuja’ Foliar 0,4
- - Melancia Foliar 0,05
Batata Foliar 0.1 - .
Begbnia Foliar UNA MeiSo Fulfar 0.05
Berinjela Foliar 0,05 Milho Se'::g:{es 0,01
Beterraba Foliar 0.2 Milheto’ Foliar 0,01
Café Foliar 0,05 -
Cai’ Foliar 0.2 Morango Foliar 03
I - . Nectarina' Foliar 1.0
Calandiva Foliar UNA - n
Foliar Pepino Foliar 05
Tratamento industrial de Péssego Foliar 1.0
Cana-de-agtcar propagulos vegetativos 0,5 Pimentao Foliar 05
(mudas) antes do plantio Rosa Foliar UNA
Sulco de plantio Soja Foliar 0,5
Caqui’ Foliar 02 \ Foliar
Chalota® Foliar 0,2 Sorgo Sementes 0.01
Cebola Foliar 0,2 Tomate Foliar 0,5
Cenoura Foliar 0,2 Trigo Foliar 0.1
Centeio’ Foliar 0.1 Triticale' Foliar 01
Cevada Foliar 06 Uva Foliar 1,0

(Fonte: adaptado de ANVISA, 2019)

Nota: UNA = Uso Ndo Alimentar

(E)-2-{2-[6-(2-cyanophenoxy)pyrimidin-4-yloxy]phenyl}-3-
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1.5.3 Ingrediente ativo: Tebuconazole

a) Ingrediente ativo ou nome comum: TEBUCONAZOL (tebuconazole)

b) N° CAS: 107534-96-3

C) Nome quimico: (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol

d) Formula bruta: C16H22CIN3O

e) Grupo quimico: Triazol

f) Classe: Fungicida

g) Classificacdo toxicoldgica: Classe IV (ANVISA, 2019)

Figura 7 - Férmula estrutural Tebuconazole
OH

|
Cl O CH,—CH,— C- C(CH,),

|
N.
¢ N
N—7
(Fonte: ANVISA, 2019)

Figura 8 - Uso agricola nas culturas autorizadas para Tebuconazole e respectivos LMR

Modalidade de Emprego LMR Modalidade de Emprego LMR
Culturas {Aplicacio) by (malkg) Culamas (Aplicacio) Preg (mglkg)
Abacaxi Foliar 0.3 Gladiolo Foliar UNA
Abébora’ Foliar 0,5 Goiaba Foliar 0,1
Abobrinha® Foliar 0,5 Gramados Foliar UNA
Acelga’ Foliar 3.5 Inhame Foliar 0,3
Acerola’ Foliar 0.7 Jilo* Foliar 0,2
Alamo Foliar UNA Maca Foliar 0.1
Alface Foliar 3.5 Foliar
Algodao Foliar 0.1 Mamao Imersao de Frutos 1.0
z:rr:feirao‘ ig:::: g; Mand!'oca? Foliar 0.3
Ameixa’ Foliar 0:7 Mandioquinha-salsa' | Foliar 0.3
: " Foliar
i:szndmm Eg:;:: ?(1) Manga Imers&o de Frutos 0.1
Aveia’ Foliar 0.1 Maracuja Foliar 0.1
Banana Foliar 0.3 Maxixe' Foliar 0,5
Batata Foliar 0.1 Melancia Foliar 0.1
Berinjela’ Foliar 0,2 Melso |Foliar | 0.1
Beterraba Foliar 0,3 Imers3o de Frutos
Brocolis’ Foliar 2.0 Milheto® Foliar 0.1
Cacau Foliar 0.1 Milho Foliar 0.1
Café Foliar 0.2 Morango Foliar 0.7
. Foliar Mostarda’ Foliar 35
Cana-de-agticar ‘Sulcode pantic | 0,2 Nabo' Foliar 0.3
Caqui Foliar 0.2 Nectarina' Foliar 0,7
Cebola Faliar 0.1 Néspera’ Foliar 0.7
Cenoura Foliar 0,6 Pepino Foliar 0.5
Centeio' Foliar 0,1 Pera’' Foliar 0,7
Cevada’' Foliar 0.5 Péssego Foliar 0.7
Chalota’ Foliar 0.1 Pimentdo Foliar 0.2
Chicéria’ Foliar 35 Rabanete" Foliar 0.3
Chuchu' Foliar 0.5 Repolho Foliar 20
Citros Foliar 5,0 Rosa Foliar UNA
Couve' Foliar 2.0 Seriguela’ Foliar 0,7
Couve-de-bruxelas’ Foliar 2,0 Soja Foliar 0,1
Couve-flor' Foliar 2,0 Sorgo Foliar 0.1
Cravo Foliar UNA Tomate Foliar 0.3
Crisantemo Foliar UNA Th Foliar
- - rigo 0,1
Eucalipto Foliar UNA Sementes
Feijao Foliar 0,1 Triticale’ Foliar 0.1
Figo Foliar 0,1 Uva Foliar 2,0

(Fonte: adaptado de ANVISA, 2019)
Nota: UNA = Uso Ndo Alimentar
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1.5.4  Niveis de limpeza

Durante o processo de descontaminagdo de ambos os tanques é levado em consideracéo
o solvente apropriado para que haja a solubilizacdo ou arraste do méaximo de ingrediente ativo.
Assim, para o tanque que foi produzido a base EC de Tebuconazole, foi utilizado um solvente
organico a base de amidas. Para o tanque da base SC e do produto SE é padréo utilizar dgua.

Durante o Risk Assessment realizado, os niveis de limpeza aceitavel (ACL) estipulado
pela empresa para o tanque EC foi de 1000ppm de Tebuconazole. Para o tanque SC, visto que
ha a contaminacdo de Azoxystrobin, é padrdo da empresa baixar o nivel de limpeza aceitavel
(ACL) para 10ppm para o ativo Azoxystrobin, devido a estudos internos mostrarem que ele
causa fitotoxidade em magés. Outra medida para verificar e mitigar qualquer contaminagao no
produto seguinte € a andlise em Cromatografia Liquida Acoplada a Detector Triplo Quadrupolo
(LCMS/MS/MS) dos 3 primeiros lotes de producdo do produto seguinte para 0 contaminante
de Azoxystrobin, cujo limite aceitavel para liberacdo foi estipulado 10ppm. Aliado a isso, €
proibido a fabricacdo posterior ao produto em questdo de qualquer produto cuja colheita-alvo

seja magé.
1.6 Cromatografia
1.6.1 Introducao

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacéo de uma mistura de compostos,
a qual depende da distribuicdo das diferentes moléculas entre duas fases: uma fase mével e uma
fase estacionaria (COLLINS, BRAGA e BONATO, 1997). A amostra é transportada pela fase
movel, a qual pode ser um gas, um liquido ou um fluido supercritico. Ao ser forcada a passar
pela fase estacionaria fixa, que pode ser um liquido ou um sélido, os compostos se distribuem
entre as duas fases dependendo das interacdes das moléculas com as mesmas. Os compostos
que sdo retidos mais fortemente na fase estacionaria movem-se mais lentamente e, em
contrapartida, 0s que menos interagem com a fase estacionaria movem-se mais rapidamente.
(HOLLER, SKOOG e CROUCH, 2009)

Para Holler, Skoog e Crounch (2009) os métodos cromatograficos podem ser
classificados de acordo com:
o O meio fisico que as fases estacionarias e movel entram em contato, dividindo-se em

cromatografia de coluna e cromatografia planar (camada fina ou papel);
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o Quanto a natureza da fase mével, dividida em: cromatografia gasosa (CG), cromatografia
liquida (CL) e cromatografia com fluido supercritico (CFS).

Para Harris (2012), a cromatografia pode ser classificada também pelo tipo de interacéo
entre o soluto e a fase estacionaria, podendo ser cromatografia: de adsorcéo, de particdo. De
troca ionica ou de exclusédo molecular.

Neste trabalho iremos focar na Cromatografia Liquida de adsor¢do em coluna de fase
reversa e detector de DAD.

1.6.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida é a mais utilizada de todas as técnicas analiticas de separacao, de
acordo com Holler, Skoog e Crounch (2009, p. 830) isso é devido “a sua detectabilidade, a sua
pronta adaptabilidade as determinacdes quantitativas com exatiddo, a sua adequacdo para a
separacdo de compostos ndo-volateis ou termicamente instaveis e, acima de tudo, a sua ampla
aplicacdo a substancias de grande interesse para a industria [...]”

Na cromatografia liquida a fase movel é constituida de um solvente liquido ou mistura de
solventes que eluem a amostra dentro de uma coluna cilindrica empacotadas com particulas
porosas esféricas de tamanho muito pequeno, 3-10 um, constituindo a fase estacionéria. A fase
maovel passa continuamente pela coluna, a uma presséo elevada e com um fluxo controlado. A
utilizacdo de pressoes elevadas permite uma maior eficiéncia das analises e o uso de colunas
com microparticulas permite uma elevada eficiéncia na separacdo dos compostos. (PORTO,
2014). O sistema cromatografico da CLAE é composto por varios componentes, como

mostrado na Figura 9:
Figura 9 - Esquema de um cromatégrafo a liquido.

Bomba de

alta pressao
Tubo de
transferéncia
da FM
Coluna | m—
[ﬁ]q—— Filtro :
Reservatério I el d Sistema de
da fase movel A R ' aquisi¢do de

dados

: L/, . Detector
. .

Efluente da coluna

(Fonte: COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006)
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1.6.2.1 Reservatorio da fase movel

As fases mdveis sdo normalmente resevadas em recipientes de vidro e captadas atraves
de filtros na tubulacdo, afim de remover pequenas particulas que podem obstruir e estragar o
sistema de bombeamento e a coluna. As fases moveis polares tem uma grande tendéncia de
dissolver oxigenio e outros gases, portanto é recomentavel que antes de serem utilizadas as
fases moveis sejam filtradas em filtros de porosidades entre 5 & 0,25um e colocadas sob a a¢do
de ultra-som e/ou aquecimento. O processo de filtracdo é também eficiente para retirar pequenas
particulas nas fases moveis (COLLINS, BRAGA e BONATO, 1997) .

1.6.2.2 Bombas de alta pressdo

O sistema de bombeamento tem a funcdo de pressurizar a fase mdvel do reservatorio para
dentro do cromatografo, a uma velocidade de fluxo constante e reprodutivel. Um bom sistema de
bombeamento é necessario para proporcional uma vazao razoavel e constante através da coluna
para que a andlise ndo seja lenta e ndo atrapalhe no sistema de detec¢do. (COLLINS, BRAGA e
BONATO, 1997)

As colunas para CLAE costumam ser de silica com tamanho de particulas de 5 um. Bombas
capazes de gerar uma vazao com pressdo acima de 400 bar séo suficientes para uso em colunas
CLAE entre 50 e 300mm de comprimento e com um diametro interno de 4,6 mm. (AGILENT,
2016)

1.6.2.3 Sistema de injetor de amostra

O sistema de injetor serve para inserir a amostra, previamente solubilizada na fase movel,
na coluna cromatografica. E necessario que a amostra seja filtrada em filtros entre 0,45 - 0,25
um ap0s 0 Seu preparo, para que nao haja entupimento do injetor e evitar bolhas de ar.
(COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

1.6.2.4 Coluna Cromatogréfica e forno

As colunas cromatograficas sdo compostas de material especificos que compde a fase
estacionaria, a qual depende do tipo de interacdo desejada entre a fase movel, a fase estacionaria
e 0s compostos em andlise. Geralmente as colunas para a CLAE apresentam comprimento na
faixa de 5 a 25 cm, didmetro interno entre 3 a 5mm e tamanho de particula de recheio de 3 a5
um. As mais comuns possuem 10 ou 15cm de comprimento, 4,6mm de diametro interno e séo

recheadas com particulas de 5 um. Esses tipos de colunas geralmente fornecem 10.000 pratos
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tedricos. O forno da coluna é onde estd é mantida a uma temperatura constante definida,
funcionando como uma camara termostatica. (HOLLER, SKOOG e CROUCH, 2009).

1.6.2.5 Detector

O detector tem a funcdo de visualizar a separacdo dos componentes eluidos da coluna e
enviar o sinal a um sistema de recolha de dados. Os detectores por absorbancia no ultravioleta
(UV) e no visivel (VIS) sdo amplamente utilizados devido ao fato de que muitos compostos
absorvem nessa regido. A concentracdo do analito é determinada pela Lei de Beer-Lambert
(Equacao 2):

A= logIT0 = ebc 2

onde, A é absorbancia, lo é a intensidade da luz incidente, | é a intensidade da luz
transmitida; € é a absortividade molar (1. mol™. cm™); b é o comprimento do caminho que a luz
precisa atravessar na cuba onde esteja a amostra e a grandeza € dada em centimetros; c € a
concentragdo molar do a (mol™ I) (SWARTZ, 2010).

Um detetor de CLAE deve seguir alguns requisitos, de entre os quais se destacam:

¢ Boa sensibilidade para todos os solutos;

e Limite de deteccéo suficientemente baixo;

e Boa estabilidade e reprodutibilidade do sinal,

¢ Resposta rapida do sensor;

e Detector com menor volume possivel (HOLLER, SKOOG e CROUCH, 2009).

Além disso, o detetor deve possuir algumas caracteristicas que vao afetar a aplicacéo dele.
E necesséario que sinal do detetor seja 0 menos possivel influenciado pela temperatura, pela
velocidade do fluxo e pela composicdo da fase mdvel, para que seja garantida uma correta
deteccdo dos analitos.

O Detector de arranjo de diodos (DAD) tem o0 mesmo funcionamento que o detector de
UV-Vis, porém o DAD realiza varredura da amostra em diversos comprimentos de onda ao
mesmo tempo, 0 que o torna detector ideal para realizar desenvolvimento de uma metodologia
por CLAE. (CIENFUEGOS e VAITSMAN, 2000). A figura 10 mostra o funcionamento do
detector DAD.
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Figura 10 — Funcionamento do detector DAD

Rede de
difragio ~__

Fenda de

(Fonte: COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006)

1.7 Validacdo de Meétodo Analitico

A validacdo de método analitico tem por objetivo demonstrar que ele ¢ adequado para a
sua determinada finalidade. A validacdo se dar por meio de ensaios experimentais de modo a
garantir que um novo metodo analitico gere informacdes confidveis sobre a amostra. Para
registro de novos produtos, todos os 6rgéos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a
validacdo de metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem documentos oficiais que
direcionam o processo de validagdo. (RIBANI, BOTTOLLI, et al., 2004)
A ABNT NBR 14029:2016 descreve o procedimento para a validacdo de métodos para
a determinacéo do teor de ingrediente ativo em formulacfes e teor de impureza em produtos
agrotoxicos e afins (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016).
Os parametros avaliados para a metodologia proposta para determinacao de Azoxystrobin
e Tebuconazole em uma formulacdo agroquimica e a analise de impurezas foram as descritas

no quadro 3 abaixo:
Quadro 3 - Pardmetros de validacdo de acordo com a ABNT NBR 14029:2016

A Determinacéo de ingrediente Determinacéo
Parametro . . ;

ativo em formulacéo de impureza
Seletividade Sim Sim
Linearidade Sim Sim
Exatiddo/recuperagéo Sim Sim
Precisdo Sim Sim
Limite de deteccao Né&o Sim
Limite de quantificacao Né&o Sim

(Fonte: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016)
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1.7.1 Seletividade

Para a associagdo brasileira de normas técnicas (2016), a seletividade avalia a habilidade
do método em determinar seletivamente o analito de interesse na presenca da matriz da amostra.
A seletividade busca determinar se existe algum interferente na matriz da amostra que interfira
no sinal analitico de interresse. E necessario no minimo uma leitura da slucdo do brando dos
reagentes e uma do branco da amostra (matriz da amostra isenta do analito em interesse)
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. Uma maneira é comparando o
cromatograma da matriz da amostra isenta do analito em estudo com o cromatograma da matriz
com a adi¢do do padrédo desse analito. Nenhum interferente deve eluir no tempo de retencéo do
analito de interesse. Se 0 branco da amostra ndo tiver disponivel, a seletividade deve ser
comprovada pela obtencdo de pureza do pico, empregando o detector de arranjo de diodos
(DAD) ou detector de massas (EM) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2016) e (RIBANI, BOTTOLI, et al., 2004).

1.7.2 Linearidade

Para a ABNT NBR 14029:2016 a linearidade ¢ a “habilidade de um método analitico
de produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma
dada faixa de concentragdo”. Segundo a norma ¢ necessario preparar no minimo 5 padrdes
analiticos com niveis de concentracGes diferentes, a qual deve-se incluir a faixa de concentracao
nominal de 80% a 120% do analito de interesse. Cada solucéo deve ser analisada no minimo
uma vez (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016).

A linearidade € obtida pela correlacdo entre os sinais medidos (area ou altura do pico) e
concentracdo conhecidas da espécie a ser quantificada. Essa relacdo matematica
frequentemente € expressa como uma equacao de reta chamada de curva analitica de no minimo
5 pontos que nao incluam o ponto zero da curva. O modelo matematico mais utilizado € o da
regressao linear, que estima os coeficientes da regressdo a e b e o coeficiente de correlacdo r.
Estes parametros sdo importantes para estimar a qualidade da curva obtida (RIBANI,
BOTTOLLI, et al., 2004). Abaixo temos a representacdo genérica de uma equacdo de curva de
calibracdo linear (equacdo 3):

y=ax+b ©)
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onde:

y = sinal analitico (altura ou &rea do pico cromatografico);
x = concentracdo do analito;

a=inclinacdo (coeficiente angular);

b= intercepto (coeficiente linear).

A quantificacdo do composto de interesse em validagdo pode ser obtida através dos
seguintes métodos: padronizacao externa; padronizacao interna; superposicao de matriz; adicao
padrdo. O método escolhido para essa validacdo é o método de padrdo externo o qual compara
a area da substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas com solugcdes de
concentracdes conhecidas preparadas a partir de um padréo.

1.7.3 Exatidao

A exatiddo expressa 0 grau de concordancia encontrada entre um valor de medida
experimental e o “valor real” ou valor esperado para a amostra. A exatidao ¢ sempre esperada
dentro de certos limites. Esses limites podem ser estreitos em niveis de concentracao elevados
e mais amplos em niveis de tragos. (RIBANI, BOTTOLLI, et al., 2004)

O numero de ensaios varia segundo a legislacdo. A ABNT NBR 14029:2016 determina
que a recuperacdo de ingredientes ativos em produto formulado seja feita “Através da adi¢do
de material com concentracdo definida do analito de interesse ao branco de amostra, preparar
trés niveis de fortificacdo (80 %, 100 % e 120 % da concentracdo nominal do analito) e analisar
no minimo uma vez cada solucao (uma leitura).” Ja para analitos em concentracdes baixas deve-
se preparar no minimo dois niveis de fortificacdo e analisar no minimo uma vez casa solucao.
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016). A tabela 3 mostra os niveis

toleraveis para a recuperacao de acordo com a ABNT NBR 14029:2016.

Tabela 3 - Recuperacdo aceitas de acordo com a ABNT NBR 14029:2016
Concentracgdo nominal Recuperacao toleravel

do ingrediente ativo (%)
(% m/m)
>10 98 — 102
1-10 97 -103
<1 95 -105
0,01-01 90 - 110
<0,01 80 - 120
Concentracgdo nominal Recuperacao toleravel
das impurezas (%)
(% m/m)
>1 90-110
01-1 80-120
<0,1 75-125

(Fonte: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016)
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De acordo coma ABNT NBR 14029:2016 O valor de recuperagdo para impurezas e

ingrediente ativo é determinado pela seguinte equacéo 4:

_C2

Recuperacio (%) = C1C—3 x 100 (4)

onde

C1 é a concentracdo encontrada ap6s adicao do padréo;

C> é a concentracdo encontrada antes da adicdo do padrédo (branco);
Cs é a concentracdo conhecida adicionada do padrao analitico.

1.7.4  Limite de Deteccéo (LD)

Para Ribani, Bottoli, et al. (2004), limite de deteccdo (LD) representa “a menor
concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental”.

A ABNT NBR 14029:2016 determina que esse parametro € aplicavel somente para
analise de analitos em baixas concentragdes (impureza e ingrediente ativo em baixas
concentracdes). Para se calcular esse parametro € necessario determinar a relacdo entre
sinal/ruido (S/R) na injecdo do padrdo analitico de menor concentracdo da curva analitica. A

equacdo 5 mostra o célculo para determinar o LD:

3x

LD = &) 5 100 5)
(R s

Onde:

LD = € o limite de detec¢do do método expresso pela porcentagem de massa por massa (%

m/m);

Cstd = é a concentracdo da solucdo de calibragdo mais diluida;

(S/R) = é arazdo entre a altura do sinal e a altura do ruido para o analito no cromatograma

da solucdo de calibracdo mais diluida;

Cs = é a concentracdo nominal tedrica da amostra.
1.7.5 Limite de Quantificacdo (LQ)

Para Ribani, Bottoli, et al. (2004), limite de quantificagdo (LQ) representa “a menor
concentracdo da substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental”.

A ABNT NBR 14029:2016 determina que esse parametro é aplicavel somente para

analise de impureza. Para se calcular esse pard@metro é necessario realizar cinco determinacées
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da solucdo de calibracdo de menor concentracdo. Assim, o limite de quantificacdo é definido
como a concentracdo do primeiro nivel da faixa da curva de calibragdo, desde que o desvio
padréo relativo (DPR) entre as cinco medidas seja menor que o DPR calculado pela equagéo
estendida de Horwitz e que a relagdo entre sinal/ruido (S/R) seja maior ou igual a 10. A equacgao
6 mostra a equacao estendida de Horwitz:

%DPR Horwitz = 2(17051080) x 0,67 (6)

NOTA C = concentragdo do analito (% m/m) dividido por 100: por exemplo, se a concentracdo do analito for 99

% m/m, utilizar C = 0,99 na equacdo estendida de Horwitz.

1.7.6 Precisao

De acordo com Nascimento, Lima, et al. (2018), a precisdo de um método é a sua
capacidade em gerar resultados concordantes com baixa dispersdo para a concentragdo do
analito em replicatas de uma mesma amostra sob condi¢des estabelecidas. A preciséo pode ser
avaliada com base em trés niveis especificos:

e Repetibilidade;
e Precisdo intermediaria;
e Reprodutibilidade.

De acordo com a ABNT NBR 14029:2016 é exigido que se realize os ensaios de
repetitividade e precisao intermediaria.
2.7.6.1 Repetitividade

A repetitividade expressa a precisdo dos resultados intraensaio, ou seja, 0 grau de
concordancia entre os resultados da concentracdo do analito de interesse obtidos sob as
seguintes condicdes). (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016):

a) mesmo equipamento;

b) mesmo analista;

c) mesmo dia (repeticdo em instantes sucessivos).

Ainda de acordo coma ABNT NBR 14029:2016, é necessario preparar no minimo cinco
solucdes independentes de um mesmo lote da amostra e fazer no minimo uma leitura de cada
solucdo. Deve-se fazer o tratamento estatistico pelos calculos de média, estimativa do desvio-
padrdo, teste de Grubbs para verificacdo de valores dispersos e o desvio-padrao relativo, o qual
deve estar em conformidade com o valor determinado pela equacdo 6 estendida de Horwitz
(DPR calculado < DPR Horwitz).
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E necessario, ainda, realizar um segundo ensaio de repetitividade e variar pelo menos uma
das condicdes analiticas (equipamento, analista ou dia de analise) e proceder conforme o
primeiro ensaio de repetitividade (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS,
2016).

2.7.6.2 Preciséo intermediaria

De acordo a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (2016) a precisdo intemediéria
avalia a concordancia dos resultados dos dois ensaios de repetitividade e realizar o tratamento
estatistico pelos célculos de média, estimativa do desvio-padrdo, teste de Grubbs para
verificacdo de valores dispersos e o desvio-padrao relativo, o qual deve estar em conformidade
com o valor determinado pela equagéo 7 de Horwitz (DPR calculado < DPR Horwitz).

%DPR Horwitz = 2(1-05108C) @

NOTA C = concentragdo do analito (% m/m) dividido por 100: por exemplo, se a concentracdo do analito for 99
% m/m, utilizar C = 0,99 na equacao estendida de Horwitz.

1.7.7 Céalculos

De acordo com a ABNT NBR 14029:2016, os calculos necessarios para a validacdo de
método sdo: média aritmética, estimativa do desvio-padrao, coeficiente da variacao e teste de
Grubbs.
1.7.7.1 Média aritmética

Conforme equacdo abaixo:

= X

X = 217 8
onde

X é a média aritmética;

2 € 0 somatorio;

X é valor de cada medida;

n é o nimero de medidas.

1.7.7.2 Estimativa do desvio-padréo

Conforme equacdo abaixo:
_ |ZGn- X)?
Sy = /—(n_l) ©)

Sr € a estimativa do desvio-padréo;

onde
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2 € 0 somatorio;
Xn é o valor de cada medida;
X é a medida aritmética;

n € o niUmero de medidas.

1.7.7.3 Coeficiente de variacdo (CV) = desvio-padréao relativo (DPR)

onde

Conforme equacdo abaixo:

CV=DPR= % X 100 (10)

CV = DPR ¢ o coeficiente de variacdo = desvio-padrao relativo;
S é a estimativa do desvio-padréo;

X é a média aritmética.

1.7.7.4 Teste de Grubbs

onde

onde

Conforme equacdo abaixo:

G, = (Xn—X) (11)

S

Gn € o valor de Grubbs determinado para a maior medida;
Xn é o valor da maior medida;

X é a média aritmética;

s é a estimativa do desvio padrao.

S
G1 é 0 valor de Grubbs determinado para a menor medida;
X é a medida aritmética;
X1 € o valor da menor medida;

s é a estimativa do desvio-padréo.
NOTA 1: Se Gcealculado < Gc (2,5 %), o valor ¢ aceito; e se G calculado > Ge (2,5 %) o

valor é rejeitado.

NOTA 2: Em caso de rejei¢cdo acima de 22,2 % dos dados, € necessario refazer os ensaios

referentes a este conjunto de dados.
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Os valores criticos (Gc) para o teste de Grubbs ao nivel de 97,5 % de confianca sdo

apresentados conforme a tabela 6.

Tabela 4 - Valores criticos (Gc)

Numero de medidas GC
N 2,5 %
3 1,155
4 1,481
5 1,715
6 1,887
7 2,020
8 2,126
9 2,215
10 2,290
11 2,355
12 2,412
13 2,462
14 2,507

(Fonte: ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016)
1.7.8  Critério de aceitacéo

De acordo com a ABNT NBR 14029:2016, para o metodo ser considerado validado e
apto a ser utilizado, deve atender aos critérios de aceitacdo descritos no quadro 4.

Quadro 4 - Critérios de aceitacio

Parametro Determinacdo de ingretiente ativo
Auséncia de interferentes. Mas caso existam interferentes que nédo
Seletividade possam ser eliminados durante o desenvolvimento do método, descrever
a forma de eliminar seus efeitos.
Linearidade Coeficiente de correlacdo (r) > 0,99
Repetitividade DPR calculado < DPR calculado pela equacéo estendida de Horwitz
Precisdo intermediaria DPR calculado < DPR calculado pela equacéo de Horwitz
Limite de deteccdo Relagfo (sinal/ruido) >3

Relag¢do (sinal/ruido) > 10

Limite de quantificagao DPR calculado < DPR calculado pela equacdo estendida de Horwitz

Concentracéo nominal Recuperacéo
do ingrediente ativo toleravel
(% m/m) (%)
>10 98 — 102
1-10 97 - 103
<1 95 -105
Recuperacao/exatidéo 0,01-0,1 90-110
<0,01 80120
Concentracéo nominal Recuperacéao
das impurezas toleravel
(% m/m) (%)
>1 90 -110
01-1 80-120
<0,1 75-125

(Fonte: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016)
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo apresentar os dados das validagbes de
metodologias realizadas em uma empresa agroquimica do estado do Ceara para analise da
concentracdo do principio ativo Azoxystrobin e Tebuconazole em um produto agroquimico e
no residuo gerado durante o processo de descontaminacdo da planta para produgdes seguintes,
de modo a garantir a conformidade e a limpeza adequada para levar produtos de qualidade ao
mercado.

2.2 Objetivos especificos

e Validacdo de método cromatografico para garantir que as concentracbes de
Azoxystrobin e Tebuconazole entejam dentro dos limites especificados do produto
utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

e Validacdo de metodo cromatografico utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia para garantir que as concentracdes de Azoxystrobin e Tebuconazole
estejam abaixo dos limites estabelecidos pela empresa apds procedimento de limpeza
da planta produtiva, a fim de evitar contaminacao cruzada em producdes seguintes;

e Avaliar os parametros das validacdes conforme exige a ABNT NBR 14029:2016 -

Agrotdxicos e afins: Validacdo de Métodos Analiticos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos executados para a elaboragdo deste trabalho foram realizados no
Laborat6rio de Desenvolvimento de uma empresa agroquimica do estado do Ceara.

3.1  Amostra em analise

Foi realizado a validacdo de método por padronizacdo externa para a analise de um
produto agroquimico contendo as concentragdes de 120g/L de Azoxystrobin e 160g/L de
Tebuconazole em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a detector DAD.
Em sequéncia, foi validado o método por padronizacdo externa para a analise do produto da
descontaminacéo do reator da base EC (que contém somente o ingrediente ativo Tebuconazole)
e do produto da descontaminacdo do reator do produto final SE, que contém os dois ingredientes
ativos Azoxystrobin e Tebuconazole.

O solvente utilizado para a descontaminacao da base EC é composto de amidas e o limite
de descontaminacgdo para o Tebuconazole é de 1000ppm. O solvente para a descontaminacao
do tanque do produto SE é a 4gua e o limite para a descontaminacéo para o Azoxystrobin é de
10ppm e para o0 Tebuconazole é 1000ppm. Abaixo segue tabela 8 com a relacdo dos tanques

com os limites dos Ingredientes Ativos e solventes de descontaminagéo.

Tabela 5 - Relacdo dos tanques com os limites dos Ingredientes Ativos e solventes de descontaminacao

Tanaue Solvente de Limite do Axozystrobinem  Limite do Tebuconazole em
q descontaminacéo ppm ppm
Tanque EC  Solvente a base de Amidas NA 1000
Tanque SE Agua 10 1000

(Fonte: Autor, 2019)

3.2  Lavagem das vidrarias para as validacGes de métodos

Os baldes volumeétricos, as pipetas graduadas e as espatulas foram lavados com agua da
torneira abundante e detergente neutro por duas vezes, posteriormente foram rinsados 2 vezes
com agua destilada e 2 vezes com Acetona. As vidrarias foram deixadas em posicdo vertical

invertidas durante 1h ou até a total secura.
3.3 Instrumentacéao

Segue abaixo o0s seguintes instrumentos utilizados para execucédo do trabalho.

o Sistema de purificacdo de dgua Milli-Q. Marca: Merck;
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Coluna cromatografica de fase reversa Phenomenex: Luna C18(2)®, com as dimensdes
de 250 mm x 4,6 mm d.i. (didmetro interno), 100 A de tamanho de poro e 5 um de
tamanho de particulas. Serial N°: H17-123149 e lote N°:529-0146;

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Alliance 2695 Separation Module) com
detector DAD (Waters 2998 photodiode Array Detector) -WATERS;

Acetona P.A (Synth);

Metanol grau HPLC (Merck);

Acetonitrila grau HPLC (Sigma-aldrich);

Micropipetador Eletronico de 5-100uL, modelo Gilson (P100M);

Micropipetador Eletronico de 20-200uL, modelo Gilson (P200M);

Micropipetador Eletronico de 100-1200uL, modelo Gilson (P1200M);

Padrbes primérios de agrotoxicos: Azoxystrobin e Tebuconazole pureza acima de 98%
(Sigma);

Padrdo secundario de agrotoxico: Tebuconazole pureza acima de 98% (técnico validado
com padrdo primario);

Tubo codnico de 5mL. Marca: MacroTube5™;

Vial de 2,0mL. Marca: Flowsupply;

Filtro para Seringa de 0,45 um. Marca: Flowsupply ;

Banho Ultrassénico. Marca: Elma, modelo S120H:;

Validacao de método do produto formulado

3.4.1 Parametros cromatograficos

O quadro 5 especifica as condi¢bes cromatogréaficas escolhidas para a validacdo de

método em questdo.

Quadro 5 -Condicdes cromatograficas pata a validagéo do produto formulado

Parametros Especificacbes

Coluna C18- Phenomenex Luna 5 pm; 250mm x 4,6mm)
Temperatura da Coluna 35°C

Fluxo Isocrético, 1,5mL/min

Fase movel Metanol e Acido Férmico 0,1%, pH=3,0
Proporcéo de Fase mével Orgéanico (80%) e aquoso (20%)

Volume de inje¢ao 10 pL

Detector PDA 225nm

Tempo de analise 8 min

(Fonte: Autor, 2019)
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3.4.2 Preparo da fase movel

Para o preparo de 4cido formico 0,1% adicionou-se aproximadamente 950mL de agua
milli-Q em um baldo volumétrico de 1 L e, com o auxilio de uma pipeta eletrénica (capacidade
maxima de 1200uL), adicionou-se duas aliquotas de 800uL de acido necessaria para obter a
concentracdo de 0,1% e aferiu-se com &gua milli-Q. Ap6s a homogeneizacdo da solucdo,
filtrou-a em sistema de filtracdo a vacuo com membrana de 0,45um, transferiu-a para um frasco
de fase movel, o qual foi posto no banho ultrassénico por 30 minutos afim de retirar gases
dissolvidos. Para o preparo do metanol foi colocado para sonicar 1 L de metanol grau HPLC
(Marca: Merck, lote: 10970007 835, pureza:99,99%) por 30min.

Ambas as solugdes foram purgadas no minimo 10 min por um fluxo de 3mL/min no

sistema de gaseificador do equipamento.
3.4.3 Preparo das solucdes
4.4.3.1 Curva de Calibracao

Foi realizado o preparo de duas curvas de calibragGes, uma para 0 Azoxystrobin e outra
para 0 Tebuconazole, ambas com 5 pontos variando as concentracdes entre 80% até 120% do
teor nominal para cada ingrediente ativo. A equacéo da reta foi calculada por regresséo linear.
Curva de calibracdo do ingrediente ativo Azoxystrobin (Padrdo sigma; Lote:
SZBF054XV; Pureza:99,4%):

Em um baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se a massa necessaria para preparar um
padrédo de concentracdo de 240 mg/L de Azoxystrobin (aproximadamente 12,072mg). Por fim,
adicionou-se 30 mL de Metanol no baldo volumétrico, homogeneizou-se sem inverter o baldo,
adicionou-se mais 10 mL de solucéo de &cido formico 0,1% e o levou ao banho ultrassénico
até que se obteve uma solucdo homogénea.

Aferiu-se o baldo com metanol, homogeneizou-se vigorosamente e filtrou-se
aproximadamente 5mL em membrana de 0,45um para um tubo conico de 5mL. Identificou-se
esta solucdo como: “STD.AZOX1".

Preparou-se 200 mL de uma solucdo composta de 80% de metanol e 20% de &cido
formico 0,1%. Identificou-se esta solugdo como “Diluente”. Preparou-se 0s pontos da curva
diluindo “STD.AZOX1” com a solugdo “Diluente”, utilizou-se as propor¢des recomendadas na

tabela 6, em vials de 2mL.
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Tabela 6 - Diluigdo do padrdo do Ingrediente Ativo Azoxystrobin para a validacdo do produto formulado

Ponto do Volume do Volume de
Azoxystrobin STD.AZOX1 diluente
(uL) (uL)
1 600 900
2 675 825
3 750 750
4 825 675
5 900 600

(Fonte: Autor, 2019)

Tampou-se 0s vials, agitou-se vigorosamente, identificou-os de acordo com as
concentragdes obtidas e injetou cada ponto duas vezes no cromatégrafo conforme condicdes
cromatograficas.

Curva de calibracédo do Tebuconazole (Padrao sigma; Lote: BCBS8782V; Pureza:99,4%):

Em um baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se a massa necessaria para preparar um
padrédo de concentracdo de 320 mg/L do Tebuconazole (aproximadamente 16,097mg). Por fim,
adicionou-se 30 mL de Metanol no baldo volumétrico, homogeneizou-se sem inverter o baldo,
adicionou-se mais 10 mL de acido formico 0,1% e o levou ao banho ultrassénico até que se
obteve uma solugdo homogénea.

Aferiu-se o baldo com metanol, homogeneizou-se vigorosamente e filtrou-se
aproximadamente 5mL em membrana de 0,45um para um tubo conico de 5mL. Identificou-se
esta solugdo como: “STD.TEBUL”. Preparou-se os pontos da curva diluindo “STD.TEBU1”
com a solugdo “Diluente”, utilizou-se as proporc¢des recomendadas na tabela 7, em vials de

2mL.

Tabela 7 - Diluicdo do padrdo do Ingrediente Ativo Tebuconazole

Ponto do Volume do Volume de
Tebuconazole STD.TEBU1 diluente

(uL) (pL)
1 600 900
2 675 825
3 750 750
4 825 675
5 900 600

(Fonte: Autor, 2019)

Tampou-se 0s vials, agitou-se vigorosamente, identificou-os de acordo com as
concentracBes obtidas e injetou cada ponto duas vezes no cromatdgrafo conforme condicdes

cromatograficas.
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4.4.3.2 Adequacéo de sistema

Com o auxilio de uma pipeta eletrénica, adicionou-se 750 pL da solucdo padréo
identificada como “STD.AZOX1” e 750 pL da “STD.TEBU1” em um vial. Tampou-se o vial
e agitou-se vigorosamente. Foram realizadas seis injecOes deste padrdo conforme condicGes
cromatograficas estabelecidas anteriormente para verificar as condi¢des do equipamento.

4.4.3.3 Seletividade

O estudo da seletividade foi executado pela avaliagdo dos brancos dos reagentes (solucao
de diluicdo da amostra) e do branco da amostra (Placebo).
Branco dos reagentes

Em um vial adicionou-se, com o auxilio de uma pipeta eletrénica, 1500uL de solucéo

diluente preparada anteriormente (80% metanol e 20% &cido férmico 0,1%). Injetou-se essa
solucéo no cromatografo 2 vezes conforme condi¢des do método.
Branco da amostra

Em um baldo volumétrico de 25mL adicionou-se 30mg de placebo. Suspendeu-se a
amostra em 5mL de &cido férmico 0,1%, adicionou-se 15mL de metanol e levou ao banho
ultrassdnico por 5min. Apds retirar, esperou-se atingir a temperatura ambiente e aferiu com
metanol. Agitou-se vigorosamente e transferiu-se para um vial filtrando em membrana de

0,45mm. Injetou-se essa solucdo no cromatdgrafo 2 vezes conforme condi¢cdes do método.
4.4.3.4 Exatidao

Recuperacgdo do Azoxystrobin

Em um baldo volumétrico de 50mL adicionou-se a massa necessaria para preparar um
padrdo de Azoxystrobin (Padrdo sigma; Lote: SZBF054XV; Pureza:99,4%) de concentracdo de
240mg/L (aproximadamente 12,072mg). Adicionou-se 30mL de Metanol e 10mL de acido
formico 0,1%, homogeneizou-se sem inverter o baldo e levou-se ao banho ultrassénico até obter
uma solucdo homogénea. Aferiu-se o baldo com metanol e agitou-se. O padrao foi identificado
como STD.AZOX2 e reservou-se.

Identificou-se 3 balGes volumétricos de 25mL com o0s seguintes caracteres:
REC.AZOX80%, REC.AZOX100% e REC.AZOX120%. Adicionou-se a cada um deles
aproximadamente 25,75mg de placebo e em seguida adicionou-se as seguintes aliquotas de
STD.AZOX2 descritas na tabela 8 abaixo.
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Tabela 8 - Volumes da recuperacdo do Azoxystrobin na validacdo do produto final
Volume do STD.AZOX2

Amostra

(mL)
REC.AZOX80% 10,0
REC.AZOX100% 12,5
REC.AZOX120% 15,0

(Fonte: Autor, 2019)
Aferiu-se os baldes com a solucdo diluente, agitou-se vigorosamente e filtrou-se em

membrana de 0,45mm para um vial. As amostras foram injetadas em duplicata no cromatdgrafo
conforme condi¢Bes cromatogréficas.
Recuperacgédo do Tebuconazole

Em um baldo volumétrico de 50mL adicionou-se a massa necessaria para preparar um
padréo de Tebuconazole (Padréo sigma; Lote: BCBS8782V; Pureza:99,4%) de concentragdo
de 320mg/L (aproximadamente 16,097mg). Adicionou-se 30mL de Metanol e 10mL de &cido
formico 0,1%, homogeneizou-se sem inverter o baldo e levou-se ao banho ultrassénico até obter
uma solugéo homogénea. Aferiu-se o baldo com metanol e agitou-se. O padréo foi identificado
como STD.TEBUZ e reservou-se.

Identificou-se 3 balbes volumétricos de 25mL com o0s seguintes caracteres:
REC.TEBU80%, REC.TEBU100% e REC.TEBU120%. Adicionou-se a cada um deles
aproximadamente 25,75mg de placebo e em seguida adicionou-se as seguintes aliquotas de
STD.TEBU2 descritas na tabela 9 abaixo.

Tabela 9 - Volumes da recuperacdo do Tebuconazole para a validacdo do produto formulado.
Volume do STD.TEBU2

Amostra (mL)
REC.TEBU80% 10,0
REC.TEBU100% 12,5
REC.TEBU120% 15,0

(Fonte: Autor, 2019)

Aferiu-se os balbes com a solucdo diluente, agitou-se vigorosamente e filtrou-se em
membrana de 0,45mm para um vial. As amostras foram injetadas em duplicata no cromatografo

conforme condi¢cdes cromatograficas.
4.4.3.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo ensaio de repetitividade e precisao intermediaria.
A repetitividade foi avaliada pelo preparo de cinco aliquotas independentes de uma mesma

amostra (Lote:001/1778B), que foram injetadas conforme método proposto. J& a precisdo
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intermediaria foi avaliada repetindo o mesmo procedimento da repetitividade variando o
analista.

Para preparar as amostras dos testes, foi adicionado a massa correspondente ao volume
de 25 L de formulacdo em um baldo volumétrico de 25 mL, de acordo com a equacao 13:

Massa para pesar = 0,025mL = densidade do produto g mL™! (13)

Suspendeu-se a amostra em 5mL de acido férmico 0,1%, adicionou-se 15mL de metanol
e a levou ao sonicador por 5min. ApGs este periodo, aguardou a até a amostra estivesse a
temperatura ambiente e aferiu com metanol. Filtrou-se a amostra em membrana de 0,45mm

para um vial e injetou em duplicata no cromatdgrafo conforme condi¢fes cromatograficas.
4.4.3.6 Ordem de injecé@o

As solucbes preparadas anteriormente foram injetadas de acordo com a sequéncia

indicada no quadro 6 abaixo:

Quadro 6 - Sequéncia de injecdo da validacdo do produto formulado no cromatografo
Ordem Parémetros
1 Adequacdo do sistema
Seletividade
Linearidade
Recuperacdo
Repetibilidade
Precisdo intermediaria
(Fonte: Autor, 2019)

o Ol wWwN

3.5 Validacdo de método para a descontaminacao
3.5.1 Parametros cromatograficos

O quadro 7 especifica as condi¢bes cromatogréaficas escolhidas para a validacdo de

método em questdo.

Quadro 7 - Condic¢des cromatogréficas para a validagdo da descontaminacéo

Parémetros Especificacdes

Coluna C18- Phenomenex Luna 5 pm (250mm x 4,6mm)
Temperatura da Coluna 25°C

Fluxo Isocrético, 1,5mL/min

Fase movel Acetonitrila e Agua

Proporcéo de Fase mével Orgéanico (60%) e Aquoso (40%)

Volume de inje¢ao 40 pL

Detector UV 210nm (Tanque SE); UV 225nm (Tanque EC)
Tempo de analise 11 min

(Fonte: Autor, 2019)
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3.5.2  Preparo da fase movel

Para o preparo das fases mdveis, foi colocado para sonicar 2 L de acetonitrila grau HPLC
(Marca: Sigma-Aldrich, lote:SHBL0136 , pureza:99,9%) e 2L agua Milli-Q por 30min.
Ambas as solugdes foram purgadas no minimo 10 min por um fluxo de 3mL/min no

sistema desgaseificador do equipamento.
3.5.3 Preparo das solucgdes
3.5.3.1 Curva de calibragéo

Foi realizado o preparo de duas curvas de calibragfes, uma para o Azoxystrobin e outra
para 0 Tebuconazole. Para o preparo da curva do Azoxystrobin foi preparado 9 amostras
variando as concentracGes entre 1 a 9 ppm. Ja para a curva do Tebuconazole foi preparado 7
amostras variando as concentracdes entre 5 a 500ppm. As equacdes da reta foram calculadas
por regressao linear.

Curva de calibracdo do ingrediente ativo Azoxystrobin (Padrdo sigma; Lote:
SZBF054XV; Pureza:99,4%):

Em um baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se a massa necessaria para preparar um
padrdo de concentracdo de 100 mg/L de Azoxystrobin (aproximadamente 10,06mg). Por fim,
adicionou-se 70 mL de acetonitrila no baldao volumétrico, homogeneizou-se sem inverter o
baldo e o levou ao banho ultrassénico até que se obteve uma solugcdo homogénea.

Aferiu-se o baldo com acetonitrila, homogeneizou-se vigorosamente e identificou-se esta
solu¢do como: “STD.AZOX3”. Com o0 auxilio de uma pipeta eletrénica, transferiu-se para um
balao de 10mL os volumes de solugao “STD.AZOX3” necessarios para o preparo da curva de
calibracdo variando a concentracdo de 1 a 9 ppm. A tabela 10 abaixo indica os volumes

necessarios e a concentracao equivalente:

Tabela 10 - Diluicdo do padrdo Azoxystrobin para a curva de calibracdo da descontaminacéo
Ponto do Azoxystrobin ~ Volume do STD.AZOX3  Concentrac¢do do padréo
(uL) (ppm)
100
200
300
400
500
600
700
800
900
(Fonte: Autor, 2019)
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Os baldes foram aferidos com acetonitrila, agitados vigorosamente e filtrados em
membrana de 0,45um para vials. Os vials foram identificados de acordo com as concentragdes

obtidas e injetados cada ponto no cromatégrafo conforme condi¢des cromatograficas.

Curva de calibracdo do Tebuconazole (Padréo sigma; Lote: BCBS8782V; Pureza 99,4%)

Em um baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se a massa necessaria para preparar um
padréo de concentracdo de 1000 mg/L de Tebuconazole (aproximadamente 10,06mg). Por fim,
adicionou-se 7 mL de Acetonitrila no baldo volumétrico, homogeneizou-se sem inverter o baldao
e o levou ao banho ultrassonico até que se obteve uma solucdo homogénea.

Aferiu-se o baldo com acetonitrila, homogeneizou-se vigorosamente e identificou-se esta
solugdo como: “STD.TEBU3”. Com 0 auxilio de uma pipeta eletrdnica, transferiu-se para um
baldao de 10mL os volumes de solu¢ao “STD.TEBU3” necessarios para o preparo da curva de
calibracdo variando a concentragdo de 5 a 500 ppm. A tabela 11 abaixo indica os volumes

necessarios e a concentragdo equivalente:

Tabela 11 - Diluicdo do padrdo Tebuconazole para a curva de calibracdo da descontaminacao
Ponto do Tebuconazole Volume do STD.TEBU3 Concentracdo do padrao

(uL) (ppm)
1 50 5
2 94 9.4
3 180 18
4 500 50
5 1000 100
6 2500 250
7 5000 50 0

(Fonte: Autor, 2019)

Os baldes foram aferidos com acetonitrila, agitados vigorosamente e filtrados em
membrana de 0,45um para vials. Os vials foram identificados de acordo com as concentracées

obtidas e injetados cada ponto no cromatdgrafo conforme condi¢fes cromatograficas.
3.5.3.2 Seletividade

O estudo da seletividade foi executado pela avaliagdo dos brancos dos reagentes
(acetonitrila) e do branco da amostra.
Branco dos reagentes
Em um vial, adicionou-se, com o auxilio de uma pipeta eletrdnica, 1500uL de
acetonitrila e injetou-se essa solucdo no cromatégrafo conforme condi¢es do método.
Branco da amostra — Tanque SE
Em um tubo conico de 5mL, diluiu-se dgua da torneira (branco da amostra do tanque SE)

de modo que obteve uma propor¢do de 50% de agua para 50% de acetonitrila. Homogeneizou-
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se a solucdo, filtrou-se em filtro de 0,45mm para um vial e injetou-se essa solu¢do no
cromatégrafo conforme condi¢fes do método.
Branco da amostra — Tanque EC

Em um tubo conico de 5mL, diluiu-se o solvente utilizado na base EC (branco da amostra
do tanque EC — Solvente composto de amidas) de modo que obteve uma proporcéo de 5% de
solvente para 95% de acetonitrila. Homogeneizou-se a solucdo, filtrou-se em filtro de 0,45mm

para um vial e injetou-se essa solu¢do no cromatografo conforme condi¢des do método.
3.5.3.3 Exatidao

Recuperacgdo no tanque SE

Em um baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se a massa necessaria para preparar uma
amostra de formulado com concentracdo de 120 ppm de Azoxystrobin e 160 ppm de
Tebuconazole (amostra analisada durante a repetibilidade do produto formulado). Por fim,
adicionou-se 70 mL de acetonitrila no baldao volumétrico, homogeneizou-se sem inverter o
baldo e o levou ao banho ultrassénico até que se obteve uma solugcdo homogénea.

Aferiu-se o baldo com acetonitrila, homogeneizou-se vigorosamente e identificou-se esta
solugédo como “SOL.ESTOQUE”. Com o auxilio de uma pipeta eletrdnica, transferiu-se para 3
baldes de 10mL os volumes de solu¢do “SOL.ESTOQUE” necessarios para o preparo de trés
fortificacbes variando a concentracdo de 80% a 120% da concentracdo de 10 ppm de
Azoxystrobin (limite de liberacdo da descontaminacao) e 13,33 ppm de Tebuconazole (teor
previsto de Tebuconazole quando o Azoxystrobin estiver com 10ppm, dado a relacéo entre as
concentracdes no produto final de 0,75). A tabela 12 abaixo indica 0s volumes necessarios e a

concentracéo esperadas:

Tabela 12 - Volumes da recuperacdo do Azoxystrobin para a descontaminacéo.

Volume do Concentragéo
Amostra SOL.ESTOQUE esperada

(uL) (ppm)

RECUPERACAO REC.AZOX.INF 200 8,4
INFERIOR REC.TEBU.INF 11,3
RECUPERACAO REC.AZOX.NOM 1000 10,8
NOMINAL REC.TEBU.NOM 14,6
RECUPERACAO REC.AZOX.SUP 1200 12,0
SUPERIOR REC.TEBU.BUP 16,2

(Fonte: Autor, 2019)

Os balGes foram aferidos com agua da torneira, agitados vigorosamente e filtrados em
membrana de 0,45um para um tubo conico de 5mL. Estas solugdes foram diluidas na proporcéo

de 50% de solucéo e 50% de acetonitrila para um vial. Os vials foram identificados de acordo
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com as concentracdes obtidas e injetados cada ponto na propor¢do de 1:2 no cromatografo,
conforme condi¢Bes cromatogréficas.
Recuperacgédo do Tebuconazole no tanque EC

Para a recuperacao do Tecuconazole no tanque EC, foi necesséario preparar fortificacdes
no solvente de descontaminagéo variando a concentragéo de 80% a 120% da concentracdo de
1000ppm de Tebuconazole (Limite de liberacdo da ACL).

Em um baldo volumétricos de 100 mL, adicionou-se as massas necessarias de um padréo
de Tebuconazole (Padrdo secundario; Lote:0026-19; Pureza:98,64%) para preparar amostras de
concentracdo de 800, 1000 e 1200 mg/L. As massas pesadas estdo de acordo com a tabela 13.
Por fim, adicionou-se 70 mL do solvente especificado para a descontaminagdo do reator EC
nos baldes volumétricos, homogeneizou-se sem inverter 0s balbes e o levou ao banho
ultrassdnico até que se obteve uma solugdo homogénea. Aferiu-se os balées com o solvente da

descontaminacdo, homogeneizou-se vigorosamente.

Tabela 13 - Volumes da recuperacdo do Tebuconazole para a descontaminacdo do tanque EC.

Amostra Massa de SEC de Tebuconazole (g) Concentracéo (ppm)
REC.TEBU.INF 0,08110 800
REC.TEBU.NOM 0,10138 1000
REC.TEBU.SUP 0,12165 1200

(Fonte: Autor, 2019)
As solucdes dos baldes foram transferidas para tubos conicos de 5 mL. Estas solucgdes

foram diluidas na proporc¢édo de 5% de solugédo e 95% de acetonitrila, ou seja, com o auxilio de
uma pipeta eletrénica foi transferido 200 pL de solucéo e 3800 L de acetonitrila para um tubo
conico de 5 mL. Agitou-se vigorosamente as solucdes e filtrou-se em membrana de 0,45 pum
para vials de 2,0 mL. Os vials foram identificados de acordo com as concentracfes obtidas e
injetados cada ponto na proporcdo de 200:4000 no cromatografo, conforme condicdes

cromatograficas.
4.5.3.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo ensaio de repetitividade e precisao intermediaria.
Precisdo do método para amostra da descontaminacéo do tanque SE
A repetitividade foi avaliada pelo preparo de sete aliquotas independentes de uma
mesma amostra, que foram injetadas conforme método proposto. Ja a precisao intermediaria foi
avaliada repetindo 0 mesmo procedimento da repetitividade variando o analista.
Para preparar as amostras, pipetou-se 1000uL da amostra da descontaminacéo do tanque
SE (produto formulado + dgua) e 1000uL de Acetonitrila em um tubo cdnico de 5mL e agitou-
se vigorosamente. Essa solucdo foi filtrada em membrana de 0,45um para vials e injetada no
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cromatdgrafo utilizando a proporcao 1:2 para quantificacdo por padronizacao externa. Repetiu-
se 0 mesmo procedimento para as outras replicatas.

Foi realizado o mesmo procedimento acima para o preparo de sete aliquotas variando o
analista. As amostras foram injetadas nas mesmas condig¢des que as iniciais.
Precisdo do método para amostra da descontaminacéo do tanque EC

A repetitividade foi avaliada pelo preparo de cinco aliquotas independentes de uma
mesma amostra, que foram injetadas conforme método proposto. Ja a precisao intermediéria foi
avaliada repetindo 0 mesmo procedimento da repetitividade variando o analista

Para preparar as amostras, pipetou-se 200uL da amostra da descontaminacdo do tanque
EC (Tebuconazole + Solvente) e 3800uL de Acetonitrila em um tubo conico de 5mL e agitou-
se vigorosamente. Essa solucdo foi filtrada em membrana de 0,45um para vials e injetada no
cromatografo utilizando a proporcdo 200:4000 para quantificacdo por padronizagdo externa.
Repetiu-se 0 mesmo procedimento para as outras replicatas.

Foi realizado o mesmo procedimento acima para o preparo de cinco aliquotas variando

o0 analista. As amostras foram injetadas nas mesmas condigdes que as iniciais.
4.5.3.5 Ordem de injecédo

As solucbes preparadas anteriormente foram injetadas de acordo com a sequéncia

indicada na tabela 14 abaixo:

Tabela 14 - Sequéncia de injecdo da validacdo da descontaminacao no cromatografo

Ordem Parémetros Comprimento de onda(hm)
1 Seletividade Reator SE 210
2 Linearidade Reator SE 210
3 Recuperacdo Reator SE 210
4 Repetibilidade SE 210
5 Precisdo intermediaria SE 210
6 Seletividade Reator EC 225
7 Linearidade Reator EC 225
8 Recuperacdo Reator EC 225
9 Repetibilidade EC 225
10 Precisdo intermediaria EC 225

(Fonte: Autor, 2019)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Validagdo de método do produto formulado
4.1.1 Adequacéo do sistema

A adequacdo de sistema foi avaliada pelo tratamento de dados obtidos de 6 injecGes

consecutivas de um mesmo material de referéncia. Os resultados est&o expostos na tabela

Tabela 15 - Resultados da adequacdo de sistema
Resultado Obtido Resultado Obtido

Parametro Recomendagoes Azoxtrobin Tebuconazole
Ff”ltor d_e Maximo 2 1 1
Simetria
Tailing o
Maximo Maximo 2 1 1

(0]
N° pratos >2000 9879 11591
tedricos

(Fonte: Autor, 2019)

4.1.2 Seletividade e especificidade

O estudo da seletividade foi executado pela avaliagdo dos brancos dos reagentes (solucao
de diluicdo da amostra) e do branco da amostra (placebo). Os cromatogramas obtidos

encontram-se ilustrados respectivamente nas figuras 11 e 12 respectivamente.

Figura 11 - Cromatograma do branco dos reagentes da validacdo de método para o produto formulado
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(Fonte: Autor, 2019)
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Figura 12 - Cromatograma do branco da amostra da validacdo de método para o produto formulado
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(Fonte: Autor, 2019)
Figura 13 - Comparacdo entre injecdo do padrdo e do branco da amostra na validagdo do produto formulado
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(Fonte: Autor, 2019)
A figura 13 mostra uma comparacao da injecdo de um padrdo analitico com a matriz da

amostra (placebo). Assim, conforme verificado nos cromatogramas das figuras 11, 12 e 13 ndo
foram encontrados interferentes nos tempos de retencdo dos analitos. Deste modo, conclui-se
que o meétodo é seletivo e especifico para Azoxystrobin e Tebuconazole, conforme exige a
ABNT NBR 14029:2016.

4.1.3 Linearidade

Para avaliar se a resposta do sinal analitico é diretamente proporcional a concentracdo do
principio ativo, foram preparados cinco padrdes de modo a obter uma curva de calibragcdo com
concentracdes variando de 80 a 120% do valor nominal para cada ativo. A curva de calibracao
na figura 14 é referente ao ativo Azoxystrobin e a equacdo da reta foi extraida por regressao

linear a partir dos dados da tabela 16.
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Figura 14 - - Curva de calibragdo do Azoxystrobin para o produto formulado
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Tabela 16 - Dados da curva de calibracdo do Azoxystrobin na validacdo do produto formulado

Nome Level Valor de X Area Valor Calc. % Desvio

1 Azoxystrobin Level 1 0,0962 2.681.981,714 0,09617 -0,03
2 Azoxystrobin Level 1 0,0962 2.679.871,950 0,09609 -0,11
3 Azoxystrobin Level 2 0,1082 3.028.372,690 0,10845 0,23
4 Azoxystrobin Level 2 0,1082 3.027.358,847 0,10841 0,2

5 Azoxystrobin Level 3 0,1203 3.361.241,433 0,12025 -0,04
6 Azoxystrobin Level 3 0,1203 3.361.780,689 0,12027 -0,03
7 Azoxystrobin Level 4 0,1323 3.677.610,811 0,13146 -0,63
8 Azoxystrobin Level 4 0,1323 3.706.241,538 0,13248 0,13
9 Azoxystrobin Level 5 0,1443 4.046.360,243 0,14454 0,16
10  Azoxystrobin Level 5 0,1443 4.045.021,995 0,14449 0,13

(Fonte: Autor, 2019)

A curva de calibracdo na figura 15 é referente ao ativo Tebuconazole e a equacédo da reta

foi extraida por regressao linear a partir dos dados da tabela 17.

Figura 15 - Curva de calibracdo do Tebuconazole para o produto formulado
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Tabela 17- Dados da curva de calibragdo do Tebuconazole na validacio do produto final

Nome Level Valor de X Area Valor Calc. % Desvio
1 Tebuconazole Level 1 0,1282 1.543.910,324 0,12858 0,29
2 Tebuconazole Level 1 0,1282 1.536.505,314 0,12797 0,18
3 Tebuconazole Level 2 0,1442 1.737.287,067 0,14438 0,12
4 Tebuconazole Level 2 0,1442 1.739.282,315 0,14454 0,24
5 Tebuconazole Level 3 0,1603 1.911.932,051 0,15865 -1,03
6 Tebuconazole Level 3 0,1603 1.927.665,575 0,15994 0,23
7 Tebuconazole Level 4 0,1763 2.143.412,681 0,17757 0,72
8 Tebuconazole Level 4 0,1763 2.135.052,410 0,17689 0,33
9 Tebuconazole Level 5 0,1923 2.326.796,875 0,19256 0,13
10 Tebuconazole Level 5 0,1923 2.314.163,189 0,19152 0,40

(Fonte: Autor, 2019)
De acordo com os dados obtidos, conclui-se que método empregado para determinacao

dos ativos Azoxystrobin e Tebuconazole responde linearmente para o intervalo de concentracéo

de 96-144 g L e 128-192 g L em produto formulado, respectivamente.

Os valores obtidos para o coeficiente de correlacdo estdo em conformidade com

exigéncias (ABNT NBR 14029:2016) para o qual o método se aplica (R>0,99).

4.1.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada atraves da fortificacdo de amostras do placebo com

padrdes dos analitos de modo a obter as concentracdes relacionadas a 80, 100 e 120% do valor

nominal. De acordo com a equacédo 4 abaixo, foi obtido os resultados da tabela 18. Levou-se

em consideracio que as concentracdes dos ativos na amostra do branco foi 0 g L™, como visto

na seletividade.

Recuperacio (%) =

onde

Cl -
Cs

C;

x 100

C: é a concentracdo encontrada apos adicéo do padréo;

C é a concentragdo encontrada antes da adi¢do do padréo (branco);

Cs é a concentracdo conhecida adicionada do padréo analitico.

Tabela 18 - Dados da exatiddo na validacdo do produto formulado

Resultado Resultado %
Recuperagéo Ativo esperado obtido Recuperagio
@L? QLY

Limite inferior  Azoxystrobin 96 95 99
80% Tebuconazole 128 126 99
Limite nominal  Azoxystrobin 120 118 98
100% Tebuconazole 159 155 98
Limite superior  Azoxystrobin 143 140 98
120% Tebuconazole 190 186 98

(Fonte: Autor, 2019)
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Os resultados obtidos demostram que 0 método é exato no intervalo de trabalho adotado
e estd em conformidade com os requisitos normativos exigidos pela ABNT NBR 14029:2016:

98 - 102% de recuperacédo. A figura 16, 17 e 18 mostram os cromatogramas obtidos.

Figura 16 - Cromatograma da recuperacdo inferior 80 % da validagdo do produto formulado
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Figura 17 - Cromatograma da recuperacdo nominal 100 % da validagdo do produto formulado
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Figura 18 - Cromatograma da recuperacdo superior 120% da validacdo do produto formulado
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(Fonte: Autor, 2019)
4.1.5 Precisdo

A precisdo do método foi avaliada pelo ensaio de repetitividade e precisdo intermediéria.

4.1.5.1 Repetitividade

A repetitividade foi avaliada pelo preparo de cinco aliquotas independentes de uma

mesma amostra, que foram injetadas conforme método proposto.
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Os dados obtidos foram utilizados em tratamentos estatisticos (Teste G) para avaliar a

existéncia de valores dispersos. Os resultados encontram-se dispostos na tabela 19 abaixo.

Tabela 19 - Teste G para valores dispersos no ensaio de repetitividade na validacdo do produto formulado

_ Meédia Val_or Va!or G G Ge
Ativo (g LY CV(%) maximo minimo Calculado Calculado Tabelado
(gLh (gL Valor min.  Valor max..
Azoxystrobin  118,8 0,3 118,9 118,4 1,3 0,5 2,3
Tebuconazole  153,2 0,5 153,3 152,0 1,7 0,1 2,3

(Fonte: Autor, 2019)
De acordo com os dados obtidos, ndo foram encontrados valores dispersos, visto que

Gcalculado < Gc (2,3 %) e resultados encontram-se em conformidade com o0s requisitos
exigidos em ABNT NBR 14029:2016. Além disso, 0 DPR calculado < DPR Horwitz estendida,

como demonstrado nos calculos abaixo:

Para Azoxystrobin temos:
DPR Calculado =0,3, vide calculo abaixo de acordo com a equacéo 10:

2

118,8

DPR Horwitz = 1,9, vide célculo abaixo de acordo com a equacdo 6. Levou-se em

CV=DPR=

X 100=10,3

consideracdo que a densidade analisada da amostra de 1032 g L?, assim a %m/m do
Azoxystrobin na amostra € igual a 11,5%

%DPR Horwitz = 2(1-051080.115) y. 0 67 = 1,9

Para Tebuconazole temos:

DPR Calculado = 0,5, vide calculo abaixo de acordo com a equacao 9:

2

153,3
DPR Horwitz = 1,8, vide célculo abaixo de acordo com a equacdo 6. Levou-se em

CV=DPR=

X 100=0,5

consideracio que a densidade analisada da amostra de 1032 g L?, assim a %m/m do
Tebuconazole na amostra € igual a 15,8%:
%DPR Horwitz = 2(17051080.158) x 0 67 = 1,8
O Cromatograma obtido das analises de repetitividade do analista 1 encontra-se ilustrado

na figura 19. Os dados foram extraidos a partir das tabelas 20 e 21.
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Figura 19 - Cromatograma do estudo da repetitividade do analista 1 na validacdo do produto formulado
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Tabela 20 - Dados do estudo da repetitividade do analista 1 na validacdo do produto final para o ativo Azoxystrobin

Ativo Inj. RT Massa da amostra  Area (uV*sec) Conc. Unidade
1 Azoxystrobin 1 2672 0,02495 3301587 118,370 g/L
2 Azoxystrobin 2 2,671 0,02495 3305718 118,517 g/L
3 Azoxystrobin 1 2,669 0,02500 3314207 118,580 g/L
4 Azoxystrobin 2 2,668 0,02500 3320665 118,809 g/L
5 Azoxystrobin 1 2670 0,02497 3320298 118,939 g/L
6 Azoxystrobin 2 2,670 0,02497 3308131 118,507 g/L
7 Azoxystrobin 1 2670 0,02509 3345157 119,248 g/L
8 Azoxystrobin 2 2,668 0,02509 3347367 119,326 g/L
9 Azoxystrobin 1 2,669 0,02493 3313098 118,874 g/L
10 Azoxystrobin 2 2,667 0,02493 3307073 118,660 g/L
Mean 2,669 0,0 3318330 118,783
Std. Dev. 0,001 0,0 15939,652 0,320
% RSD 0,1 0,2 0,5 0,3

(Fonte: Autor, 2019)

Tabela 21 - Dados do estudo da repetitividade do analista 1 na validacdo do produto final para o ativo Tebuconazole

Ativo Inj. RT Massa da amostra  Area (nV*sec) Conc. Unidade
1 Tebuconazole 1 4,552 0,02495 1831932 152,419 g/L
2 Tebuconazole 2 4,550 0,02495 1835201 152,687 g/L
3 Tebuconazole 1 4,549 0,02500 1846694 153,321 g/L
4 Tebuconazole 2 4547 0,02500 1846224 153,283 g/L
5 Tebuconazole 1 4,548 0,02497 1827750 151,955 g/L
6 Tebuconazole 2 4551 0,02497 1845277 153,389 g/L
7 Tebuconazole 1 4,548 0,02509 1866018 154,345 g/L
8 Tebuconazole 2 4,550 0,02509 1864796 154,245 g/L
9 Tebuconazole 1 4,549 0,02493 1838887 153,112 g/L
10 Tebuconazole 2 4546 0,02493 1845946 153,690 g/L
Mean 4,549 0,00 1844873 153,245
Std. Dev. 0,0 0,0 12.651,460 0,8
% RSD 0,0 0,2 0,7 0,5

4.1.5.2 Precisao intermediaria

(Fonte: Autor, 2019)

Para avaliacdo da precisdo intermediaria um segundo analista preparou, seis aliquotas

independentes da mesma amostra preparada no teste de repetibilidade e estas foram e injetadas

conforme método proposto.
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Os resultados obtidos foram combinados aos resultados da repetibilidade e conjunto de
dados foram submetidos a tratamento estatistico para obtencdo de média, estimativa do desvio-
padréo, teste de Grubbs para verificacdo de valores dispersos e o desvio padrdo relativo. Os
dados obtidos encontram-se dispostos na tabela 27:

Tabela 22 - Teste G para valores dispersos no ensaio de repetitividade na validacdo do produto final
Ativo Média CV Valor Valor G G

(LY (%) maximo minimo  Calculado Calculado T bG f d
(gLh (gL Valor min.  Valor max.. abelado
Azoxystrobin 118,7 0,6 120,1 117,2 2,1 2,0 2,5
Tebuconazole 153,0 0,7 154,0 150,5 2,5 1,4 2,5

(Fonte: Autor, 2019)
De acordo com os dados obtidos, ndo foram encontrados valores dispersos, visto que

Gcealculado < Ge (2,5 %) e resultados encontram-se em conformidade com o0s requisitos
exigidos em ABNT NBR 14029:2016: Além disso, 0 DPR calculado < DPR Horwitz, como

demonstrado nos calculos abaixo:

Para Azoxystrobin temos:
DPR Calculado =0,6, vide calculo abaixo de acordo com a equacéao 10:

0,7
CV=DPR= 1187 X 100=10,6

DPR Horwitz = 2,8, vide célculo abaixo de acordo com a equagdo 7. Levou-se em
consideracdo que a densidade analisada da amostra de 1032 g L?, assim a %m/m do
Azoxystrobin na amostra € igual a 11,5%:

%DPR Horwitz = 2(170:51080115) — 2 8

Para Tebuconazole temos:

DPR Calculado =0,7, vide calculo abaixo de acordo com a equacéao 10:

2

153,0

DPR Horwitz = 2,6, vide célculo abaixo de acordo com a equagdo 7. Levou-se em

CV=DPR= X 100 =0,7

consideracio que a densidade analisada da amostra de 1032 g L?, assim a %m/m do
Tebuconazole na amostra € igual a 15,8%:
%DPR Horwitz = 2(170:51080158) — 7 ¢
O Cromatograma obtido das analises de repetitividade do analista 2 encontra-se ilustrado

na Figura 20. Os dados foram extraidos a partir das tabelas 23 e 24.
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Figura 20 - Cromatograma do estudo da repetitividade do analista 2 na validagdo do produto formulado
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Tabela 23 - Dados do estudo da repetitividade do analista 2 na validagdo do produto final para o ativo Azoxystrobin

Massa da

Area

Amostra Ativo Ini RT Concentracéo Unidade
nj. amostra (pV¥sec)
Repe 1.1 Azoxystrob!n 1 2,669 0,02503 3323913 118,782 g/L
Azoxystrobin 2 2,668 0,02503 3328182 118,933 g/L
Repe 1.2 Azoxystrob!n 1 2,667 0,02501 3277479 117,232 g/L
Azoxystrobin 2 2,669 0,02501 3288183 117,611 g/L
Repe 1.3 Azoxystrob!n 1 2,668 0,02519 3382620 120,093 g/L
Azoxystrobin 2 2,669 0,02519 3378161 119,936 g/L
Repe 1.4 Azoxystrob!n 1 2,666 0,02510 3309061 117,926 g/L
Azoxystrobin 2 2,667 0,02510 3311093 117,998 g/L
Repe 1.5 Azoxystrob!n 1 2,669 0,02508 3331798 118,824 g/L
' Azoxystrobin 2 2,670 0,02508 3345247 119,299 g/L
Repe 2.1 Azoxystrob!n 1 2672 0,02495 3301587 118,370 g/L
' Azoxystrobin 2 2,671 0,02495 3305718 118,517 g/L
Repe 2.2 Azoxystrobin 1 2,669 0,02500 3314207 118,580 g/L
' Azoxystrobin 2 2,668 0,02500 3320665 118,809 g/L
Repe 2.3 Azoxystrobin 1 2,670 0,02497 3320298 118,939 g/L
' Azoxystrobin 2 2,670 0,02497 3308131 118,507 g/L
Repe 2.4 Azoxystrobin 1 2,670 0,02509 3345157 119,248 g/L
' Azoxystrobin 2 2,668 0,02509 3347367 119,326 g/L
Repe 2.5 Azoxystrobin 1 2,669 0,02493 3313098 118,874 g/L
' Azoxystrobin 2 2,667 0,02493 3307073 118,660 g/L
Mean 2,669 0,025035 3322951,9 118,723
Std. Dev. 0,00 0,00 26479,84 0,70
% RSD 0,1 0,3 0,8 0,6

(Fonte: Autor, 2019)

Tabela 24 - Dados do estudo da repetitividade do analista 2 na validacdo do produto final para o ativo Tebuconazole

Amostra Ativo Inj. RT Massa da Area Concentracdo Unidade
amostra (nwV*sec)

Repe 1.1 Tebuconazole 1 4552 0,02495 1831932 152,419 g/L
' Tebuconazole 2 4,550 0,02495 1835201 152,687 g/L
Repe 1.2 Tebuconazole 1 4549 0,02500 1846694 153,321 g/L
Tebuconazole 2 4,547 0,02500 1846224 153,283 g/L
Repe 1.3 Tebuconazole 1 4548  0,02497 1827750 151,955 g/L
' Tebuconazole 2 4551  0,02497 1845277 153,389 g/L
Repe 1.4 Tebuconazole 1 4548  0,02509 1866018 154,345 g/L
' Tebuconazole 2 4550  0,02509 1864796 154,245 g/L
Repe 1.5 Tebuconazole 1 4549  0,02493 1838887 153,112 g/L
' Tebuconazole 2 4546  0,02493 1845946 153,690 g/L
Repe 2.1 Tebuconazole 1 4547  0,02503 1854330 153,761 g/L
' Tebuconazole 2 4546  0,02503 1840006 152,591 g/L
Repe 2.2 Tebuconazole 1 4543  0,02501 1813101 150,515 g/L
' Tebuconazole 2 4545  0,02501 1823038 151,327 g/L
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Tabela 24 — (continuacéo)

Repe 2.3 Tebuconazole 1 4,545  0,02519 1866544 153,775 g/L
' Tebuconazole 2 4,549  0,02519 1871595 154,184 g/L

Repe 2.4 Tebuconazole 1 4,544  0,02510 1843536 152,453 g/L
' Tebuconazole 2 4546  0,02510 1840841 152,234 g/L

Repe 2.5 Tebuconazole 1 4,549  0,02508 1843830 152,599 g/L
' Tebuconazole 2 4549  0,02508 1850842 153,170 g/L

Mean 4,548 0,025 1844819,400 152,953
Std. Dev. 0,0 0,0 15005,8 1,0
% RSD 0,1 0,3 0,8 0,6

(Fonte: Autor, 2019)
4.1.6 Resumo da valida¢do de método do produto formulado

O método proposto para quantificacdo de Azoxystrobin e Tebuconazole no produto
agroquimico avaliado ¢ seletivo, exato e preciso nas faixas de trabalho de 96-144g L™ para
Azoxystrobin e 128-192g L™ para Tebuconazole em produto formulado. Deste modo, conclui-
se que 0 método estad em conformidade com os requisitos normativos (ABNT NBR 14029:2016)
e estd apto a utilizagdo de acordo com os parametros proposto. A tabela 25 mostra um resumo

da validacédo do produto formulado.

Tabela 25 - Resumo da validacdo do produto formulado
Parametro da validacéo Resultado Azoxystrobin Resultado Tebuconazole

Seletivo com auséncia de interferentes no tempo de retencéo
do Azoxystrobin e do Tebuconazole
Y = 2,82E+07x - 3,08E+04 y = 1,22E+07x - 2,94E+04

Especificidade/Seletividade

Linearidade R2 =1,000 R2=10,999
96-1449.L-1 para 128-1929.L-1 para
Azoxystrobin Tebuconazole

Recuperacao Inferior

(%) 99 99
Recuperagdo Nominal

Exatiddo (%) % %
Recuperacéo Superior

(%) 98 98

Recuperacao Média 98 98

Repetitividade (CV%) 0,3 0,5

Precisdo | Precisdo Intermediaria 06 06

(CV%)

(Fonte: Autor, 2019)
4.2 Validacdo de método para a descontaminacao

4.2.1 Seletividade e especificidade

O estudo da seletividade foi executado pela avaliagdo dos brancos dos reagentes
(acetonitrila) e do branco da amostra (dgua para o tanque SE e solvente organico a base de
amida para o tanque EC). Os cromatogramas obtidos encontram-se ilustrados respectivamente

nas figuras 21, 22 e 23 respectivamente.
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Figura 21 - Cromatograma do branco dos reagentes (acetonitrila) na validacdo da descontaminagéo — 210 nm.
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Figura 22 - Cromatograma do branco da amostra do tanque SE (dgua) na validacdo da descontaminacéo —

210nm.
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Figura 23 - Cromatograma do branco da amostra do tanque EC (solvente organico) na validacio da
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descontaminacdo — 225 nm.
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A figura 23 mostra os picos A e B referentes ao solvente de descontaminacdo, optou-se
por utilizagdo um comprimento de onda diferente para a anélise do produto do tanque EC para
diminuir o sinal dos solventes. Para a escolha do comprimento de onda a amostra da
descontaminacdo do tanque EC foi analisada em um CLAE com detector DAD para avaliar o
melhor comprimento de onda que obtivesse um sinal bom para o Tebuconazole e diminuisse o
sinal A e B do solvente.

Conforme verificado nos cromatogramas das figuras 21, 22 e 23 ndo foram encontrados
interferentes nos tempos de retencdo dos analitos. Deste modo, conclui-se que o método é
seletivo e especifico para Azoxystrobin e Tebuconazole, conforme exige a ABNT NBR
14029:2016.

4.2.2 Linearidade

Para avaliar se a resposta do sinal analitico € diretamente proporcional a concentragéo do
principio ativo, foram preparadas 2 curvas de calibragcbes com o método de padronizacéo
externa para 0s ativos Azoxystrobin e Tebuconazole. Para a analise do produto do tanque SE
as duas curvas foram geradas no comprimento de onda de 210 nm. Enguanto para a analise do
produto do tanque EC a curva do Tebuconazole foi gerada novamente no comprimento de onda
de 225 nm. Os dados foram tratados pelo modelo matematico de regresséo linear.

4.2.2.1 Linearidade para o tanque SE

Para a curva do Azoxystrobin, foram preparados 9 padrées de modo a obter uma curva
de calibracdo com concentragdes entre 1 ppm a 9 ppm. A curva de calibracdo na figura 25 ¢
referente ao ativo Azoxystrobin e a equacao da reta foi extraida por regressao linear a partir dos
dados da tabela 26, a figura 24 mostra a sobreposicdo dos cromatogramas dos pontos da curva.

Ap0s tratamento estatistico, o ponto referente a concentracdo 4 ppm foi excluido.

Figura 24 - Sobreposi¢ao dos pontos da curva de calibracdo do Azoxystrobin na validacdo da descontaminacdo
(210nm)
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Figura 25 - Curva de calibracdo do Azoxystrobin para a validacdo da descontaminagdo — 210 nm

Curva de calibracdo Azoxystrobin
1. 8E+06
1.6E+06
1 AE+06
12E+06
1.0E+H06
B.0E+HD5
6.0E+05
4.0E+05
20E+HD5
0.0E+00

Al’e a

v =186E+05x - 1,51E+04
R*=1,00E+00

0.08 1.08 2.08 3.08 4,08 5.08 6.08 7.08 8.08 9.08 10,08

Concentragdo (ppm)

(Fonte: Autor, 2019)
Tabela 26 - Dados da curva de calibracdo do Azoxystrobin na validacdo da descontaminacdo

Nome Level Valor de X Area Valor Calc. % Desvio
1 Azoxystrobin Level 1 1,060 190.209,569 1,106 4.373
2 Azoxystrobin Level 2 2,120 381.476,806 2,137 0.813
3 Azoxystrobin Level 3 3,180 567.957,201 3,142 -1.185
4 Azoxystrobin Level 4 5,030 904.057,782 4,954 -1.515
5 Azoxystrobin Level 5 6,040 1.105.563,600 6,040 -0.002
6 Azoxystrobin Level 6 7,040 1.289.392,406 7,031 -0.133
7 Azoxystrobin Level 7 8,050 1.489.104,724 8,107 0.709
8 Azoxystrobin Level 8 9,050 1.664.569,049 9,053 0.030

(Fonte: Autor, 2019)
Para a curva do Tebuconazole, foram preparados 7 padrdes de modo a obter uma curva

de calibragcdo com concentracdes entre 5 - 500ppm. O método demonstrou linearidade de 5 a
500 ppm como pode observar na figura 26, entretanto, optou-se por trabalhar na faixa até 100
ppm, visto que para o produto formulado a relacdo é de Azoxystrobin/Tebuconazole = 0,75. Ou
seja, quando a concentracdo de Azoxystrobin for de 10 ppm (limite de liberacdo) o teor de
Tebuconazole estimado € de 13,33 + 9 ppm, aproximadamente. A figura 27 mostra a curva de
calibracdo obtida a partir dos pontos 5 a 100 ppm, a equacéo da reta foi extraida por regressao
linear a partir dos dados da tabela 27, a figura 28 mostra a sobreposic¢do dos cromatogramas dos

pontos da curva.

Figura 26 - Curva de calibracdo do Tebuconazole de 5 a 500 ppm
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(Fonte: Autor, 2019)
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Figura 27 - Curva de calibracéo do Tebuconazole de 5 ppm a 100 ppm — 210nm
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(Fonte: Autor, 2019)

Tabela 27 - Dados da curva de calibracdo do Tebuconazole na validacdo da descontaminacdo — 210 nm

Nome Level Valor de X Area Valor Calc. % Desvio
1 Tebuconazole Level 1 5,00 211.523,455 4,528 -9,449
2 Tebuconazole Level 2 9,40 447.426,543 9,412 0,129
3 Tebuconazole Level 3 18,00 872.358,627 18,211 1,170
4 Tebuconazole Level 4 49,90 2.428.464,557 50,431 1,064
5 Tebuconazole Level 5 99,70 4,794.375,812 99,419 -0,282

(Fonte: Autor, 2019)

Figura 28 - Sobreposicdo dos pontos da curva de calibracdo do Tebuconazole na validacdo da descontaminacdo -
210nm

0.354
0.30
0.259

0.20

AU

0.15
0.10]

0.057

| Tebuconazole - 99.700 - ppm

T 1
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00
Minutes

(Fonte: Autor, 2019)

4.2.2.2 Linearidade para o tanque EC

Para a analise da amostra da descontaminacdo do tanque EC, a 0s pontos da curva de
calibracdo do Tebuconazole foi injetado no comprimento de onda de 225 nm. A figura 29
mostra a curva de calibracdo obtida a partir dos pontos 9 a 250 ppm, a equacdo da reta foi

extraida por regressdo linear a partir dos dados da tabela 28.
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Figura 29 - Curva de calibragdo do Tebuconazole de 5 ppm a 100 ppm — 225 nm
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(Fonte: Autor, 2019)
Tabela 28 - Dados da curva de calibracdo do Tebuconazole na validacdo da descontaminacdo — 225 nm

Nome Level Valor de X Area Valor Calc. % Desvio
1 Tebuconazole Level 2 9,40 495.147 11,011 17,137
2 Tebuconazole Level 3 18,00 934.233 19,577 8,761
3 Tebuconazole Level 4 49,90 2.457.743 49,299 -1,204
4 Tebuconazole Level 5 99,70 4.824.715 95,476 -4,236
5 Tebuconazole Level 6 249,00 12.778.006 250,637 0,657

(Fonte: Autor, 2019)
De acordo com os dados obtidos, conclui-se que método em 210 nm empregado para

determinacé@o dos ativos Azoxystrobin e Tebuconazole responde linearmente para o intervalo
de concentragédo de 1 - 9 ppm e 5 — 100ppm para o produto da descontaminagéo do tanque SE,
respectivamente. Enquanto o método em 225 nm empregado para determinacdo do
Tebuconazole responde linearmente para o intervalo de concentracdo de 9 — 250ppm para o
produto da descontaminacdo do tanque EC.

Os valores obtidos para o coeficiente de correlagdo estdo em conformidade com
exigéncias (ABNT NBR 14029:2016) para o qual o método se aplica (R>0,99).
4.2.3 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada para a amostra do tanque SE, através da fortificacdo
em agua com uma amostra diluida do produto formulada com concentracdes tedricas de
120ppm para Azoxystrobin e 160ppm para Tebuconazole, e para a amostra do tanque EC,
através da fortificacdo no solvente usado para descontaminacdo com padrdes dos analitos, de
modo a obter nas duas matrizes as concentracdes relacionadas a 80, 100 e 120% do valor

nominal dos ativos.
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4.2.3.1 Exatidao do tanque SE

A amostra diluida para o preparo da solucdo estoque foi a amostra analisada na
repetitividade da validagdo do método do produto formulado. Os teores analisados foram para
0 Azoxystrobin de 118,78 g L™ e para o Tebuconazole foi de 153,2 g L"1. Sabendo que a massa
pesada do produto foi de 0,1043 g em um baldo de 100 mL e que a densidade do produto é de
1032 g L%, tem-se que as concentragdes tedricas para a solugio estoque foi de 120,05 ppm para
Azoxystrobin e 154,83 ppm para Tebuconazole. De acordo com a equagéo 4 abaixo, foi obtido
os resultados da tabela 29. Levou-se em consideracdo que as concentracfes dos ativos na
amostra do branco foi 0 g L™, como analisado na seletividade.

G -G

Cs

Recuperacio (%) = x 100

onde

C1 € a concentracao encontrada apés adicdo do padréo;

C> € a concentracdo encontrada antes da adi¢do do padrdo (branco);

Cs € a concentracdo conhecida adicionada do padrdo analitico.

Tabela 29 - Resultados da recuperacdo da amostra do tangue SE.
Resultado Resultado

%

Recuperagéo Ativo esperado obtido ~
Recuperacao
(ppm) (ppm)

Limite inferior  Azoxystrobin 8,4 9,8 117
80% Tebuconazole 10,8 12,3 114

Limite nominal  Azoxystrobin 10,8 9,9 92
100% Tebuconazole 13,9 12,3 88

Limite superior  Azoxystrobin 12,0 11,4 98
120% Tebuconazole 15,5 13,7 89

(Fonte: Autor, 2019)
Os resultados obtidos demostram que 0 método € exato no intervalo de trabalho adotado

e estd em conformidade com os requisitos normativos exigidos pela ABNT NBR 14029:2016:
80 - 120% de recuperacao.
4.2.3.2 Exatidao do tanque EC

A exatiddo da analise da amostra do tanque EC foi avaliada no comprimento de onda de
225 nm fortificando no solvente da descontaminacdo trés niveis de concentracdo 80%, 100% e
120% da concentracdo de Tebuconazole aprovada na ACL (1000 ppm). De acordo com a
equacdo 4 abaixo, foi obtido os resultados da tabela 30. Levou-se em considera¢do que as
concentrages dos ativos na amostra do branco foi 0 g L™, como analisado na seletividade.

(-G

Cs

Recuperacio (%) = x 100
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onde

C1 é a concentracdo encontrada ap6s adicao do padréo;

C> é a concentracdo encontrada antes da adi¢do do padréo (branco);
Cs é a concentracdo conhecida adicionada do padrao analitico.

Tabela 30 - Resultados da recuperacdo da amostra do tanque EC.

Resultado Resultado %
Recuperacgéo Ativo esperado obtido

Recuperacao
(ppm) (ppm) perag

Limite inferior

80% Tebuconazole 815,0 800,1 98
Limite nominal

100% Tebuconazole 1000,1 973,7 97
Limite superior Tebuconazole  1204,9 1184,0 98
80%

(Fonte: Autor, 2019)
Os resultados obtidos demostram que o método é exato no intervalo de trabalho adotado

e esta em conformidade com os requisitos normativos exigidos pela ABNT NBR 14029:2016:
97 - 103% de recuperacao.
4.2.4  Precisdo

A precisdo do método foi avaliada pelo ensaio de repetitividade e precisao intermediaria
para a amostra do tanque SE e amostra do tanque EC.

5.2.5.1 Precisdo da amostra do tanque SE

A repetitividade foi avaliada pelo preparo de sete aliquotas independentes de uma mesma
amostra, que foram injetadas conforme método proposto.
Os dados obtidos foram utilizados em tratamentos estatisticos (Teste G) para avaliar a

existéncia de valores dispersos. Os resultados encontram-se dispostos na tabela 31 abaixo.

Tabela 31 - Teste G para valores dispersos no ensaio de repetitividade na valida¢do da descontaminacdo produto

do tanque SE
- Valor Valor G G
Ativo '(\/Ielij_'l‘;l g)l) maximo  minimo Calculado Calculado Tatfe fa do
9 0 (gL (gL  Valor min.  Valor max.
Azoxystrobin 9,56 0,8 9,7 9,5 1,3 1,8 2,02
Tebuconazole 11,87 0,6 12,0 11,8 1,3 1,3 2,02

(Fonte: Autor, 2019)
De acordo com os dados obtidos, ndo foram encontrados valores dispersos, visto que

Gcalculado < Ge (2,02 %) e resultados encontram-se em conformidade com os requisitos
exigidos em ABNT NBR 14029:2016. Além disso, o DPR calculado < DPR Horwitz estendida,
como demonstrado nos calculos abaixo:

Para Azoxtrobin temos:

DPR Calculado =0,8 , vide célculo abaixo de acordo com a equacao 10:

76



CV=DPR=

0,08 X 100=10,8
9,56 o

DPR Horwitz = 7,6, vide calculo abaixo de acordo com a equacdo 6. Levou-se em
consideracdo que 0 %m/m do Azoxystrobin na amostra é igual a 0,000958%
%DPR Horwitz = 2(1~0,51080,00000958) x 0 67 = 7,6

Para Tebuconazole temos:
DPR Calculado = 0,6, vide célculo abaixo de acordo com a equacéo 9:

0,07 X 100=0,6
11,87 o

DPR Horwitz = 7,3, vide calculo abaixo de acordo com a equacdo 6. Levou-se em

CV=DPR=

consideracdo que o0 %m/m do Tebuconazole na amostra é igual a 0,001316%:
%DPR Horwitz = 2(170:510g0,00001316) x 0 67 = 7,3
O Cromatograma obtido das analises de repetitividade do analista 1 encontra-se ilustrado

na figura 30 e os dados para os calculos foram retirados das tabelas 32 e 33.

Figura 30 - Cromatograma da repetitividade da validacdo para o produto da descontaminacdo do tanque SE
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(Fonte: Autor, 2019)

Tabela 32 - Dados do estudo da repetitividade do analista 1 na valida¢do do produto da descontaminacéo do
tanque SE para o0 ativo Azoxystrobin

Ativo Inj,. RT  Area(uV*sec) Conc. Unidade

1 Azoxystrobin 1 5.776 862126 9.456 ppm

2 Azoxystrobin 1 5777 876163 9.607 ppm

3 Azoxystrobin 1 5.783 866375 9.501 ppm

4 Azoxystrobin 1 5781 870217 9.543 ppm

5 Azoxystrobin 1 5.784 884796 9.700 ppm

6 Azoxystrobin 1 5790 871748 9.559 ppm

7 Azoxystrobin 1 5793 871283 9.554 ppm
Mean 5.784 871815.4 9.6
Std. Dev. 0.006 7230.9 0.1
% RSD 0.1 0.8 0.8

(Fonte: Autor, 2019)

77



Tabela 33 - Dados do estudo da repetitividade do analista 1 na valida¢do do produto da descontaminacdo do
tangue SE para o ativo Tebuconazole

Ativo Inj. RT Area (nV*sec) Conc. Unidade

1 Tebuconazole 1 6.486 278198 11.816 ppm

2 Tebuconazole 1  6.487 281173 11.939 ppm

3 Tebuconazole 1 6.494 281514 11.954 ppm

4 Tebuconazole 1 6491 279162 11.856 ppm

5 Tebuconazole 1 6.496 278282 11.820 ppm

6 Tebuconazole 1 6.502 280528 11.913 ppm

7 Tebuconazole 1  6.505 277490 11.787 ppm

Mean 6.494 279478.1 11.9 ppm
Std. Dev. 0.007 1594.0 0.1
% RSD 0.1 0.6 0.6

(Fonte: Autor, 2019)
Para avaliacdo da precisdo intermediaria um segundo analista preparou, sete aliquotas

independentes da mesma amostra preparada no teste de repetibilidade e estas foram e injetadas
conforme método proposto.

Os resultados obtidos foram combinados aos resultados da repetibilidade e conjunto de
dados foram submetidos a tratamento estatistico para obtencdo de média, estimativa do desvio-
padréo, teste de Grubbs para verificacdo de valores dispersos e o desvio padrdo relativo. Os
dados obtidos encontram-se dispostos na tabela 34:

Tabela 34 - Teste G para valores dispersos no ensaio de precisdo intermediaria na validacdo da descontaminacéo
produto do tanque SE

Ativo Média CV Valor Valor G G

(LY (%) maximo minimo Calculado Calculado T f f d
(gL (gL  Valor min.  Valor max. abetado
Azoxystrobin 9,63 1,1 9,9 9,5 1,6 2,1 2,5
Tebuconazole 12,04 17 12,4 11,8 1,3 1,7 2,5

(Fonte: Autor, 2019)
De acordo com os dados obtidos, ndo foram encontrados valores dispersos, visto que

Gealculado < Ge (2,5 %) e resultados encontram-Se em conformidade com o0s requisitos
exigidos em ABNT NBR 14029:2016: Além disso, o DPR calculado < DPR Horwitz, como
demonstrado nos calculos abaixo:

Para Azoxystrobin temos:

DPR Calculado =1,1, vide calculo abaixo de acordo com a equacao 10:

2

9,63
DPR Horwitz = 11,3, vide calculo abaixo de acordo com a equagdo 7. Levou-se em

CV=DPR= X100=11

consideracdo que o %m/m do Azoxystrobin na amostra é igual a 0,000958%:
%DPR Horwitz = 2(1-0.510§0,00000958) — 11 3
Para Tebuconazole temos:

DPR Calculado =1,7, vide calculo abaixo de acordo com a equacéao 10:
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CV=DPR=

)

12,04

X 100=1,7

DPR Horwitz = 10,9, vide célculo abaixo de acordo com a equagdo 7. Levou-se em

consideracdo que 0 %om/m do Azoxystrobin na amostra € igual a 0,001316%:

%DPR Horwitz = 2(1-0,510g0,00001316) — 1) 9

Os dados foram extraidos das tabelas 35 e 36 para o tratamento estatistico.

Tabela 35 - Dados do estudo da precisao intermediaria do analista 2 na validacdo do produto da descontaminacao

do tanque SE para o ativo Azoxystrobin

Ativo Inj,. RT  Area (uV¥sec) Conc.  Unidade

1 Azoxystrobin 1 5776 862126 9,456 ppm

2 Azoxystrobin 1 5777 876163 9,607 ppm

3 Azoxystrobin 1 5783 866375 9,501 ppm

4 Azoxystrobin 1 5781 870217 9,543 ppm

5 Azoxystrobin 1 5784 884796 9,700 ppm

6 Azoxystrobin 1 5790 871748 9,559 ppm

7 Azoxystrobin 1 5,793 871283 9,554 ppm

8 Azoxystrobin 1 5848 873785 9,581 ppm

9 Azoxystrobin 1 5841 888033 9,735 ppm

10 Azoxystrobin 1 5,838 886005 9,713 ppm

11 Azoxystrobin 1 5,835 880295 9,651 ppm

12 Azoxystrobin 1 5,828 883283 9,684 ppm

13 Azoxystrobin 1 5,829 899539 9,859 ppm

14 Azoxystrobin 1 5,827 883008 9,681 ppm
Mean 5,809 878332,6 9,630
Std. Dev. 0,027 9940,631 0,107

% RSD 0,47 1,131762 1,11

do tanque SE para o ativo Tebuconazole

(Fonte: Autor, 2019)
Tabela 36 - Dados do estudo da precisdo intermediaria do analista 2 na validagdo do produto da descontaminacéo

Ativo Inj,. RT  Area(uV*sec) Conc.  Unidade

1 Tebuconazole 1 6,486 278.198 11,816 ppm

2 Tebuconazole 1 6,487 281.173 11,939 ppm

3 Tebuconazole 1 6,494 281.514 11,954 ppm

4 Tebuconazole 1 6,491 279.162 11,856 ppm

5 Tebuconazole 1 6,496 278.282 11,820 ppm

6 Tebuconazole 1 6,502 280.528 11,913 ppm

7 Tebuconazole 1 6,505 277.490 11,787 ppm

8 Tebuconazole 1 6,566 282.728 12,004 ppm

9 Tebuconazole 1 6,557 280.346 11,905 ppm

10 Tebuconazole 1 6,555 292.763 12,419 ppm

11 Tebuconazole 1 6,551 290.660 12,332 ppm

12 Tebuconazole 1 6,545 289.750 12,295 ppm

13 Tebuconazole 1 6,545 289.601 12,288 ppm

14 Tebuconazole 1 6,541 289.363 12,279 ppm

Mean 6,523 283682,71 12,043 ppm
Std. Dev. 0,031 5451,00 0,226
% RSD 0,468 1,92 1,874

(Fonte: Autor, 2019)
5.2.5.1 Precisdo da amostra do tanque EC

A repetitividade foi avaliada pelo preparo de cinco aliquotas independentes de uma

mesma amostra, que foram injetadas conforme método proposto.
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Os dados obtidos foram utilizados em tratamentos estatisticos (Teste G) para avaliar a

existéncia de valores dispersos. Os resultados encontram-se dispostos na tabela 37 abaixo.

Tabela 37 - Teste G para valores dispersos no ensaio de repetitividade na validacdo da descontaminacao produto
do tanque EC

- Valor Valor G G
Ativo '(Vlelij_'f;‘ g)l) maximo  minimo Calculado Calculado TabC; fa do
g ° (gLh (gLD  Valor min.  Valor max.
Tebuconazole 10885 1,9 1115,9 1059,5 1,4 1,3 1,7

(Fonte: Autor, 2019)
De acordo com os dados obtidos, ndo foram encontrados valores dispersos, visto que

Gcealculado < Gc (1,7 %) e resultados encontram-se em conformidade com o0s requisitos
exigidos em ABNT NBR 14029:2016. Além disso, o DPR calculado < DPR Horwitz estendida,
como demonstrado nos calculos abaixo:

Para Tebuconazole temos:

DPR Calculado = 1,9, vide calculo abaixo de acordo com a equacao 9:

CV=DPR= 20,8 X 100=1,9
Y 1088,5 S

DPR Horwitz = 3,8, vide célculo abaixo de acordo com a equagdo 6. Levou-se em
consideracdo que o %m/m do Tebuconazole na amostra é igual a 0,09875%:
%DPR Horwitz = 2(170:51080,0009875) x 0 67 = 3,8
O Cromatograma obtido das analises de repetitividade do analista 1 encontra-se ilustrado
na figura 31 e os dados para os célculos foram retirados da tabela 38.

Figura 31 - Cromatograma da repetitividade da validacdo para o produto da descontaminacdo do tanque EC
0.25

0.20
0.157
S

< 0.101

0.057

0.007 ) -

6.00 6.10 6.20 6.30 6.40 6.50 6.60 6.70 6.80 6.90 7.00
Minutes
(Fonte: Autor, 2019)
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Tabela 38 - Dados do estudo da repetitividade do analista 1 na validacdo do produto da descontaminacdo do
tangue EC para o ativo Tebuconazole

Ativo Inj. RT Area (nV*sec) Conc. Unidade

1 Tebuconazole 1 6,397 2689687 1.098,99 ppm

2 Tebuconazole 1 6,394 2730981 1.115,85 ppm

3 Tebuconazole 1 6,407 2653775 1.084,32 ppm

4 Tebuconazole 1 6,403 2592950 1.059,48 ppm

5 Tebuconazole 1 6421 2652986 1.084,00 ppm

Mean 6,404 2.664.075,8 1.088,53 ppm
Std. Dev. 0,010 51039,71 20,85
% RSD 0,165 1,915850603 1,915

(Fonte: Autor, 2019)
Para avaliacdo da precisdo intermediaria um segundo analista preparou, cinco aliquotas

independentes da mesma amostra preparada no teste de repetibilidade e estas foram e injetadas
conforme método proposto.

Os resultados obtidos foram combinados aos resultados da repetibilidade e conjunto de
dados foram submetidos a tratamento estatistico para obtencdo de média, estimativa do desvio-
padréo, teste de Grubbs para verificacdo de valores dispersos e o desvio padrdo relativo. Os

dados obtidos encontram-se dispostos na tabela 39:

Tabela 39 - Teste G para valores dispersos no ensaio de precisdo intermediaria na validagdo da descontaminacéo

produto do tanque EC
Ativo Média CV Valor Valor G G Ge
(LY (%) maximo minimo Calculado Calculado
Tabelado

(gL (gL  Valor min.  Valor max.
Tebuconazole 10959 18 11242 1059,5 19 15 2,3
(Fonte: Autor, 2019)

De acordo com os dados obtidos, ndo foram encontrados valores dispersos, visto que

Gealculado < Ge (2,5 %) e resultados encontram-Se em conformidade com o0s requisitos
exigidos em ABNT NBR 14029:2016: Além disso, 0 DPR calculado < DPR Horwitz, como

demonstrado nos calculos abaixo:

Para Tebuconazole temos:

DPR Calculado =1,8, vide calculo abaixo de acordo com a equacéao 10:

)

10959

DPR Horwitz = 5,7, vide célculo abaixo de acordo com a equagdo 7. Levou-se em

CV=DPR=

X 100=1,8

consideracdo que o %m/m do Tebuconazole na amostra é igual a 0,09875%:
%DPR Horwitz = 2(1-0,51080,0009875) _ 5,7

Os dados foram extraidos da tabela 40 para o tratamento estatistico.
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Tabela 40 - Dados do estudo da precisdo intermedidria do analista 2 na validac&o do produto da descontaminagao
do tanque EC para o ativo Tebuconazole
Ativo Inj. RT Area (nV*sec) Conc. Unidade

1 Tebuconazole 1 6,397  2.689.687,0 1.099,0 ppm
2 Tebuconazole 1 6,394 2.730.981,0 1.115,9 ppm
3 Tebuconazole 1 6,407 2.653.775,0 1.084,3 ppm
4 Tebuconazole 1 6,403 2.592.950,0 1.059,5 ppm
5 Tebuconazole 1 6,421  2.652.986,0 1.084,0 ppm
6 Tebuconazole 1 6,435 2.706.254,0 1.105,8 ppm
7 Tebuconazole 1 6,435 2.706.254,0 1.105,8 ppm
8 Tebuconazole 1 6,436 2.695.426,0 1.101,3 ppm
9 Tebuconazole 1 6,425 2.751.521,0 1.124,2 ppm
10 Tebuconazole 1 6417 2.682.222,5 1.095,94 ppm
Mean 0,016 46.886,3 19,149 ppm
Std. Dev. 0,250 1,748 1,747
% RSD 6,425 2.751.521,0 1.124,2

(Fonte: Autor, 2019)
4.2.5 Resumo da validacdo de método da descontaminacéo

O método proposto para quantificagcdo de Azoxystrobin e Tebuconazole em amostras de
descontaminacdo no produto agroquimico avaliado é seletivo, exato e preciso nas faixas de
trabalho de 2 — 18 ppm para Azoxystrobin e 10 - 200 ppm para Tebuconazole, quando em
amostras da descontaminacdo do tanque SE. A faixa de trabalho para Tebuconazole em
amostras de descontaminacgdo da base EC é de 188 ppm a 2000 ppm.

Deste modo conclui-se que o método esta em conformidade com os requisitos normativos
(ABNT NBR 14029:2016) e esta apto a utilizacdo de acordo com o0s parametros proposto. A

tabela 41 expde um resumo da validacdo do método de descontaminacao.

Tabela 41 - Resumo da validacdo do método da descontaminacdo do produto
Parametro da validacéo Resultado Azoxystrobin  Resultado Tebuconazole

Seletivo com auséncia de interferentes no tempo de
retencdo do Azoxystrobin e do Tebuconazole

Especificidade/Seletividade

Linearidade

R>0,99

- Recuperacao Inferior (%) 117 114
'IIE';?]USZOSE Recuperacdo Nominal (%0) 92 88

q Recuperacao Superior (%) 98 89
Exatidéo Recuperacéo Inferior (%) NA 98
Tanque Recuperacdo Nominal (%0) NA 97
EC Recuperacao Superior (%) NA 98

- Repetitividade (CV%) 0,8 0,6
Precisao Precisdo IntermediariA
Tanque SE (CV%) 1,1 1,7
Precisdo Repetitividade (CV%) NA 1,92
Tanque Precisdo Intermediaria
EC (CV%) NA 18

(Fonte: Autor, 2019)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente trabalho possibilitou a validacdo de dois métodos
analiticos em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para o controle da qualidade de um
produto agroquimico e da conformidade dos efluentes gerados no processo de descontaminagéao
da planta produtiva.

O método proposto para a analise do produto agroquimico demonstrou todos o0s
parametros em conformidade de acordo com a norma ABNT NBR 14029:2016. Durante a
seletividade ndo foram encontrados interferentes nos tempos de retencdo dos analitos, deste
modo, conclui-se que o método é seletivo e especifico para Azoxystrobin e Tebuconazole. O
método respondeu linearmente para a faixa de trabalho de concentracdo de 96-144 g L e de
128-192 g L™ para Azoxystrobin e Tebuconazole em produto formulado, respectivamente. Os
valores obtidos para o coeficiente de correlagdo estdo em conformidade com exigéncias (ABNT
NBR 14029:2016) para o qual o método se aplica (R>0,99). Os testes de recuperacao
demonstraram que o método é exato no intervalo de trabalho adotado com niveis entre 98 —
99% de recuperacdo para ambos 0s ingredientes ativo. Os testes para avaliar a precisdo do
método que foram os testes de repetibilidade e de precisdo intermediaria, também obtiveram
resultados em conformidades com a Norma, onde ndo foram encontrados valores dispersos,
visto que Gealculado < Gc e 0 desvio-padrdo calculado foi menor que o desvio-padréo
calculado pela equacdo de Horwitz.

O método proposto para a analise dos produtos da descontaminacao da planta produtiva
demonstrou todos os parametros em conformidade de acordo com a norma ABNT NBR
14029:2016. Durante a seletividade ndo foram encontrados interferentes nos tempos de
retencdo dos analitos nas matrizes dos solventes de descontaminacdo, no caso agua e solvente
organico a base de amida, deste modo, conclui-se que 0 método é seletivo e especifico para
Azoxystrobin e Tebuconazole. Optou-se a conduzir a analise da amostra de descontaminacéo
do tanque EC em comprimento de onda de 225nm para diminuir a intensidade do sinal dos
picos referentes ao solvente. O método respondeu linearmente para a faixa de trabalho de 2 —
18 ppm para Azoxystrobin e 10 - 200 ppm para Tebuconazole, quando em amostras da
descontaminacdo do tanque SE. Ja em amostras de descontaminacdo da base EC, a faixa de
trabalho para Tebuconazole foi de 188 ppm a 2000 ppm. Os valores obtidos para o coeficiente
de correlacdo estdo em conformidade com exigéncias (ABNT NBR 14029:2016) para o qual o

método se aplica (R>0,99).
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Os testes de recuperacdo da amostra da descontaminacdo do tanque SE demonstraram
que o método é exato no intervalo de trabalho adotado com niveis entre 88 — 117% de
recuperacdo para ambos os ingredientes ativo. J& os testes de recuperacdo da amostra da
descontaminacdo do tanque EC demonstraram que o método € exato no intervalo de trabalho
adotado com niveis entre 97 - 98% de recuperacao para Tebuconazole. Os testes para avaliar a
precisdo do método que foram os testes de repetibilidade e de precisdo intermediaria, também
obtiveram resultados em conformidades com a norma para as duas amostras de
descontaminacédo, onde nao foram encontrados valores dispersos, visto que Gcealculado < Gc e
0 desvio-padréo calculado foi menor que o desvio-padrao calculado pela equacéo de Horwitz.

De modo geral, conclui-se que 0s métodos propostos se mostraram Vidveis a
determinagdo de Azoxystrobin e Tebuconazole em produto formulado e amostras da
descontaminacdo da planta produtiva, e, portanto, pode ser utilizado para o controle de
qualidade do produto em questdo e para a liberacdo da planta produtiva nos niveis de limpeza
adequados determinados pela empresa, dado que as caracteristicas de desempenho do metodo
atendem aos critérios estabelecidos pela ABNT NBR 14029:2016.
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