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RESUMO

A utilizacdo de materiais de referéncia € um dos requisitos necessarios para
garantir a confiabilidade de resultados analiticos. Esses materiais sdo classificados
como materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia certificados (MRC).

Os MR e MRC vém sendo cada vez mais utilizados nos laboratorios para o
controle de analises; calibracdo de equipamentos; identificacdo e caracterizacdo
guantitativa de materiais e desenvolvimento de metodologias, atividades que
demandam medidas confiaveis, comparaveis e rastreaveis. A capacidade total de
producdo desses materiais, em especial aqueles destinados a andlise de agrotdxicos,
€, a nivel global, muito inferior a demanda. No Brasil ndo ha um provedor dessa classe
de material. Além disso, a importacdo desses materiais, 0S quais nem sempre
apresentam matrizes e niveis de concentracdes compativeis com a realidade brasileira,
é tipicamente dispendiosa e morosa. Por outro lado, a producdo de um MR ou MRC de
alta qualidade apresenta-se como uma tarefa complexa, geralmente precedida por um
longo processo de pesquisa e desenvolvimento, o qual deve atender a rigidas normas
impostas por organismos internacionais, dentre elas: a homogeneidade, estabilidade e
a caracterizacdo do mesmo.

O objetivo desse trabalho foi produzir um MRC para ser utilizado na anélise de
residuos de agrotoxicos, utilizando uma matriz mundialmente consumida e enraizada
no habito alimentar: o tomate. A essa matriz foram adicionadas concentra¢cdes na faixa
entre 0,1 a 0,2 mg/kg de y-HCH, fenitrotiona, clorpirifds e procimidona.

Diante da preocupacgédo em garantir a integridade do MRC durante o tempo de
estocagem, utilizou-se a radiagdo gama como tratamento de esterilizagéo na dose de 2
kGy, visando evitar crescimento microbiano na polpa de tomate envasada em ampolas
de vidro, 0 que ocasionaria a degradacao dos agrotoxicos.

As concentracdes certificadas dos agrotéxicos ap0s caracterizacado foram 0,192
+ 0,049 mg/kg; 0,194 + 0,070 mg/kg; 0,233 + 0,082 mg/kg e 0,186 = 0,049 mg/kg para o

y-HCH, a fenitrotiona, clorpirifés e procimidona respectivamente.



ABSTRACT

Appropriate reference materials are essential for the successful analysis of food
for pesticide residues and are a necessary requirement to guarantee the reliability of
analytical results. Those materials are classified as Reference Materials (RM) and
Certified Reference Materials (CRM).

In laboratories, RM and CRM are used for analytical control, to calibrate
equipments, qualitative and quantitative identification of substances and the searching
of new analytical methodologies. The world wide production of those materials,
especially those to be used in the determination of pesticide residues in food, is very
much inferior to the global demands. There no are suppliers of RM and/or CRM in Brazil.
Thus, to acquire these materials from foreign suppliers, it is always necessary in Brazil
to go through a costly and very time-consuming process.

The production of RM and CRM for pesticide residues analysis is a very complex
task, usually anticipated by a long research process, which obeys strict regulations
created by international organisms. Very much importance is attributed to the
demonstration of the homogeneity of the material, its stability within a certain time
interval and, of course, its composition.

The objective of this work was to produce a CRM to be used in the analysis of
pesticide residue in food. A tomato matrix was used because of the importance of
tomatoes in the food habits of the Brazilian population. A tomato puree was prepared
and spiked with y-HCH, fenithrotion, chlorpyrifos and procymidone in concentrations
ranging from 0.1 to 0.2 mg/kg.

To avoid microbial growth in the CRM enclosed in glass ampoules, which could
end up in pesticide degradation, that is, to guarantee the integrity of the CRM during
storage and transportation, gamma irradiation (2.0 kGy) was used to sterilize the
material.

The certified concentrations of y-HCH, fenithrotion, chlorpyrifos and procymidone
were 0.192 + 0.049 mg/kg; 0.194 £ 0.070 mg/kg; 0.233 £ 0.082 mg/kg and 0.186 *
0.049 mg/kg, respectively.

Xi



SIGLAS E ABREVIATURAS

ANOVA - Analise de variancia

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CV - Coeficiente de Variacao

CSL — Central Science Laboratory

DCE - Detector por Captura de Elétrons

DPR — Desvio Padréo Relativo

FAPAS — Food Analysis Performance Assessment Scheme
FIOCRUZ — Fundacéo Oswaldo Cruz

LD — Limite de Deteccao

LDI — Limite de Deteccao do Instrumento

LDM - Limite de Deteccao do Método

LQ — Limite de Quantificacado

LQI - Limite de Quantificagcédo do Instrumento

LQM - Limite de Quantificacdo do Método

LMR — Limite Maximo de Residuos permitido

MR — Material de Referéncia

MRC — Material de Referéncia Certificado

NIST — National Institute for Standards and Technology
PARA — Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos
PDP — Pesticide Data Program

VIM — Vocabuléario Internacional de Metrologia

Xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Calculo pela anélise de variancia (ANOVA) fator tnico

Tabela 2: Composi¢éo dos frutos maduros de tomate

Tabela 3: Teores de vitaminas nos frutos maduros de tomate

Tabela 4: Analitos selecionados para o estudo de preparagdo de um MR
em agrotoéxico.

Tabela 5: Limites maximos de residuos permitidos para a cultura de
tomate no Brasil e em outros paises.

Tabela 6: Resultados do teste de homogeneidade apresentados pelo
Central Science Laboratory — York/Reino Unido.

Tabela 7: Resultados do teste de homogeneidade apresentados pelo
laboratorio produtor do material de referéncia — INCQS.

Pagina
28
38
38
39

40

163

164

Xiii



LISTA DE FIGURAS

Pagina

Figura 1: Modelos para o estudo de homogeneidade entre garrafas 27
(recipientes)

Figura 2: Etapas de avaliacdo do processo de certificacdo de um lote de 32

material candidato a material de referéncia.

Xiv



Anexo 1: Registro de recebimento de amostra
Anexo 2: Descricdo de materiais enviados e instrucdes

Anexo 3: Formulario para envio do resultado

LISTA DE ANEXOS

Pagina
181
183
186

XV



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

SIGLAS E ABREVIATURAS
LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ANEXOS
SUMARIO

1 — Introducgéo
1.2 — Qualidade
1.3 — Material de Referéncia
1.4 — Homogeneidade do Material de Referéncia
1.5 — Estabilidade do Material de Referéncia
1.6 — Caracterizacdo do Material de Referéncia
1.7 — Esterilizacao de alimentos
1.8 — Matriz e agrotoxicos selecionados
1.8.1 — O tomate

1.8.2 — Agrotoxicos selecionados
2 — Objetivos
3 — Resultados

3.1 - MANUSCRITO 1 - Validacdo de método para determinacgéo de residuos
de agrotdxicos em tomates: Uma experiéncia laboratorial.

3.2 — MANUSCRITO 2 — Efeito da resposta cromatografica acentuada e
induzida pela matriz: Estudo em caso de tomates.

3.3 = MANUSCRITO 3 - Aplicacdo da Radiagcdo Gama na Preservacdo de

Material de Referéncia a ser usado na Analise de Residuos de Agrotoxicos.

Pagina
X

Xi

Xil

Xiii

Xiv

XV

XVi

18
22
24
27
30
32
34
37
37
39

41
42

43

66

79

XVi



3.4 — MANUSCRITO 4 - Preparacéo e Certificacdo de um Material de
Referéncia a ser Usado no Controle de Agrotoxicos em Hortifrutigranjeiros:
Parte 1. Estudo da Homogeneidade.

3.5 — MANUSCRITO 5 - Preparacdo e Certificacdo de um Material de
Referéncia a ser Usado no Controle de Agrotoxicos em Hortifrutigranjeiros:
Parte 2. Estudo da Estabilidade.

3.6 — MANUSCRITO 6 — Relatorio de certificacdo do material INCQS-MRCO01
4 — Discussao

5 — Conclusdes

6 — Referéncias Bibliograficas

7 — Anexos

92

110

128

160

168

171

180

XVii



1. INTRODUCAO

“Agrotéxicos e afins - produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas
ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento” (BRASIL, 2002).

Dentre as classificacdes que recebem séo categorizados com a finalidade a que
se destinam ou segundo os tipos de pragas que combatem. Quanto a finalidade de uso
encontram-se subdivididos para o uso na agricultura, na erradicacdo de vetores
transmissores de doencas contagiosas e no uso doméstico. Ja quanto aos tipos de
pragas que combatem s&o subdivididos em para 0 uso em animais invertebrados
(insetos - inseticidas, acaros - acaricidas e moluscos - molusquicidas), nos animais
vertebrados (roedores - rodenticidas e/ou raticidas, aves — avicidas e peixes -
piscicidas), nos vegetais superiores (ervas daninhas - herbicidas, culturas -
reguladores de crescimento vegetal, desfolhantes e dessecantes) e nos vegetais
inferiores (fungos — fungicidas e algas - algicidas) (OLIVEIRA et al., 1996; MIDIO &
MARTINS, 2000).

Os agrotoxicos comercialmente disponiveis podem ser classificados quanto a
persisténcia no meio ambiente em: ndo persistentes ou ligeiramente residuais
(agrotéxicos organofosforados - OFs, carbamatos e piretroides); em moderadamente
persistentes ou moderadamente residuais (agrotoxicos derivados da uréia) e em
persistentes ou altamente residuais (agrotoxicos organoclorados - OCs) (MENZER,
1991). Entretanto, um dos problemas existentes em relacdo a venda dessas
substancias se refere ao fato de que ndo ha fiscalizacdo devida no comércio o que
acarreta muitas vezes em sérios danos a agricultura e a populagéo.

O objetivo maior no uso dos agrotoxicos, também chamados de defensivos
agricolas, € o de colaborar no aumento da producédo de alimentos, principalmente em

paises onde a caréncia é grande. Ser herdéi ou vildo é uma consequéncia que depende
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de quem o utiliza. Corretamente utilizados os agrotoxicos sdo os maiores aliados dos
agricultores e da populacéo para se obter alimentos em quantidade.

Quando mal utilizados eles prestam um desservico tornando-se até um risco a
saude humana (PINHEIRO et al., 1998).

Existe uma ampla gama de substancias agrotoxicas permitidas para uso na
agricultura. Entretanto, ndo se disp6e de um agrotoxico, completamente seletivo para
determinada praga, ocasionando situacdes de usos indevidos. Como consequéncia, o
homem e demais vertebrados sdo também susceptiveis aos seus efeitos deletérios. Em
virtude da seletividade parcial dessas substancias, contaminam grande parte da
superficie terrestre. As principais rotas pelas quais 0s agrotoxicos atingem culturas,
solo, agua e géneros alimenticios compreendem a aplicacdo para o controle de pragas
nas plantacdes; a lixiviacdo para os lencois freéticos; o transporte para campos
adjacentes; a transferéncia do solo para as culturas em crescimento; o descarte em
corregos, rios e lagos e os efluentes de industrias de agrotdéxicos (MUKHERJIE &
GOPAL, 1996).

A contamina¢do humana por agrotoxicos pode ocorrer de duas formas, a direta e
a indireta. A primeira é consequéncia da exposicdo sofrida pelos operarios das
industrias de sintese ou ainda, na manipulacdo dessas substancias por aqueles que as
aplicam: agricultores, operadores de firmas de desinsetizagdo e funcionarios de
campanhas de saude publica. A forma indireta resulta da exposicdo do conjunto da
populacdo aos agrotoxicos, seja por causa de acidentes, seja por contaminacdo do
ambiente por residuos industriais ou em consequéncia de aplicagdes pouco criteriosas
dessas substancias (ZAMBRONE, 1986).

Os agrotéxicos, mesmo bem aplicados, poderdo, com frequéncia, deixar residuos
toxicos nos alimentos cujo significado deve ser motivo de preocupacdo para
autoridades governamentais e para o0 publico em geral. Essas substancias podem
permanecer nos alimentos, por via direta (como resultado da aplicacdo numa das fases
de sua producéao, transporte ou armazenamento) ou indireta (como no caso dos animais
tratados com racdo composta de vegetais previamente submetidos a agrotoxicos, ou na
rotacao de culturas, quando o solo conserva remanescentes de aplica¢cdes anteriores e
os transmite as novas culturas) (LARA, 1986).

O reconhecimento do potencial de danos ao meio ambiente por residuos desses

agrotoxicos ocasionou 0 desenvolvimento de complexos sistemas de registro,
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organizacao de monitoramentos e a exigéncia de dados a serem fornecidos antes da
liberacdo dos agrotoxicos para uso geral. Entretanto, os agrotdxicos sdo ainda
utilizados nos paises em desenvolvimento sem exigéncias adequadas para registro ou
precaucdes convenientes, acarretando problemas potenciais ao meio ambiente
(EDWARDS, 1994).

O estabelecimento de normas internacionais para evitar a contaminacio
excessiva dos alimentos constituiu a finalidade principal do Programa Comum
FAO/OMS de Normas Alimentares e da Comissdo do Codex Alimentarius (CODEX
ALIMENTARIUS 1984 apud WHO, 1990).

No Brasil, os limites maximos de residuos de agrotéxicos — LMR, séo
regulamentados por Portarias do Ministério da Saude / Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, bem como a indicacdo ao uso para determinada cultura (ANVISA, 2008).
Internacionalmente esses valores podem diferir do indicado pela legislacdo brasileira,
gerando em algumas situagbes problemas relacionados a barreiras sanitarias,
acarretando prejuizos econémicos ao pais.

Muitos paises realizam frequentemente, programas de monitoramento de
residuos de agrotoxicos em diversos géneros alimenticios que sdo de grande
importancia. Nos Estados Unidos, o Departamento de Agricultura (USDA) introduziu o
Pesticide Data Program (PDP) — cujos resultados, de analises continuas e
programadas, sdo disponibilizados anualmente via Internet (USDA, 2008). A Unido
Européia e Canada também realizam anualmente esse tipo de programa (EUC, 2008;
CFIA, 2008).

Com a preocupacdo de avaliar a realidade brasileira em relagdo ao uso de
agrotoxicos, foi instituido pela Resolucdo RDC n° 119 de 19 de maio de 2003 o
Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos — PARA (BRASIL,
2003). Este programa foi uma iniciativa conjunta da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS
/ FIOCRUZ). O PARA buscou a partir de uma monitoracdo continuada obter dados que
permitissem a tomada de decis6es quanto ao uso de agrotdxicos no pais, avaliando os
niveis de residuos nos alimentos produzidos, comercializados e consumidos no pais;
verificar se o0s niveis excedem o LMR (limite maximo de residuo permitido) da
legislacao; e se ha emprego de agrotéxicos proibidos. O PARA iniciou o monitoramento
abrangendo uma gama de 88 agrotoxicos, em 9 culturas distintas as quais fazem parte
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da dieta diaria do povo brasileiro. Os resultados encontrados ao final do primeiro ano do
programa sinalizaram como culturas mais comprometidas: o morango, o tomate, a
batata e o mamdao, comprovando a importancia do monitoramento continuo dos
alimentos. O ultimo relatorio apresentado pelo PARA, referente aos resultados do ano
de 2007, indicam que a cultura de tomate ainda esta entre as mais problematicas
(ANVISA, 2008).

Todavia, quando se fala em resultado de medicdo de uma analise especifica ou
de se expressar esse resultado em um laudo analitico é imprescindivel garantir a
confiabilidade dos mesmos de modo a se obter valores que afastem qualquer davida
razoavel com respeito a sua exatiddo e que possuam uma precisdo adequada para a
finalidade a que se destinam. Para que esta confiabilidade seja atingida, algumas
etapas sdo necessarias e estardo necessariamente incluidas em qualquer programa de
controle e seguranca de qualidade analitica.

Atualmente, cada laboratério tem o seu préprio procedimento para assegurar a

gualidade e confiabilidade dos resultados analiticos.

21



1.2 — Qualidade

Podemos atribuir varios significados para ‘Qualidade’, porém o adotado como
definicdo internacional pela 1ISO 8402/1994 é: “qualidade é a totalidade de requisitos e
caracteristicas de um produto ou servico que estabelece a sua capacidade de satisfazer
necessidades explicitas ou implicitas sem prejuizo ao homem e ao meio ambiente”.

As analises realizadas por laboratorios analiticos abrangem produtos essenciais
a vida, como a agua que bebemos, alimentos que ingerimos, medicamentos que
usamos, etc. Portanto, o principal objetivo de qualquer laboratdrio analitico é de
assegurar a qualidade de suas analises e resultados.

Qualidade em laboratérios € a execucao de atividades técnicas e administrativas
onde sdo organizadas e planejadas, desde a amostragem até a saida dos resultados,
com o objetivo de que estes sejam precisos, exatos, rastreaveis e, conseqientemente,
confiaveis. O controle da qualidade busca ajustar e manter o processo de medi¢cdo em
um estado de estabilidade e reprodutividade desejado (ISO 8402/1994). O laboratério
gue apresenta o controle de qualidade bem definido através de um sistema de
gualidade podera alcancar a ‘acreditacdo’ que é o reconhecimento formal pelo 6rgao
competente capacitando o laboratério a realizar ensaios ou calibracbes especificas,
adotando a Norma ISO/IEC 17025 (2005) para o gerenciamento da qualidade.

Diante do exposto os objetivos de se acreditar um laboratério sao: garantir
a validade de resultados de ensaios; promover a aceitagdo de resultados de ensaios
pelos usuarios; facilitar o comércio, tanto nacional como internacional; identificar centros
de competéncia; entre outros.

Para que esta confiabilidade seja atingida, algumas etapas s&do necessarias e
estardo necessariamente incluidas em qualquer bom programa de controle e seguranca
de qualidade analitica que séo: uso de métodos analiticos validados, confirmacdo da
identidade da substancia de interesse, escolha de métodos de quantificacdo
adequados, testes de recuperacdo na rotina do controle de qualidade, emprego de
amostra de referéncia (material de referéncia - MR), e participacdo em ensaios de
proficiéncia (VALENTE SOARES, 2001).

A medicdo é uma fase entre as muitas operacdes unitarias envolvidas durante

uma analise quimica e conseqlentemente o seu resultado depende de como estas
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foram realizadas e principalmente da aplicacdo de conceitos das Boas Praticas de
Laboratorio (BPL), o que evita operacdes desnecessarias e refor¢ca os cuidados durante
as etapas criticas (ALVES & MORAES, 2004). Fundamentalmente, medir é comparar e
desse modo o objetivo principal da metrologia fisica e quimica & conseguir alta exatidao
com minimo de incerteza. Uma maneira de assegurar a medi¢cdo € a utilizacdo de

padrao de medicao de referéncia.
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1.3 — Material de Referéncia

Os MR séo as bases de sustentacdo da normalizagcdo metrolégica em Quimica,
pois permitem a rastreabilidade e confiabilidade das medi¢bes (ALVES & MORAES,
2004; IAMASHITA, 2004). Duas classes de materiais sdo reconhecidas pela Norma
ISO/IEC 17025 (2005) e pelo VIM (INMETRO, 2007), chamados de “materiais de
referéncia” (MR) e “materiais de referéncia certificado” (MRC).

Segundo o VIM (INMETRO, 2007), material de referéncia (MR) é definido como
um “Material ou substéncia que tem um ou mais valores de propriedades que séo
suficientemente homogéneos e bem estabelecidos para serem usados na calibracéo de
um aparelho, na avaliacgdo de um método de medicdo ou atribuicdo de valores a
materiais”. Um material de referéncia pode ser uma substancia pura ou uma mistura na
forma de gés, liquido ou sdlido.

O material de referéncia certificado (MRC) é definido como “Material de
referéncia, acompanhado por um certificado, com um ou mais valores de propriedades,
e certificados por um procedimento que estabelece sua rastreabilidade a obtencéo
exata da unidade na qual os valores da propriedade sédo expressos, e cada valor
certificado € acompanhado por uma incerteza para um nivel de confianca estabelecido”.

Cabe salientar que essas terminologias estdo sendo revisadas a fim de evitar
interpretacdes indevidas sobre as mesmas. De acordo com EMONS e colaboradores
(2006), a definicdo recentemente aprovada pelo Comité sobre Material de Referéncia
da Organizacdo Internacional de Padronizacdo — ISO REMCO, para Material de
referéncia é de “Material, suficientemente homogéneo e estavel no que diz respeito as
suas propriedades, as quais foram estabelecidas para estarem adequadas ao uso
pretendido em um processo de medi¢ao”. Nesta definicAo deve-se ainda, levar em
consideracdo que: 1 - MR é um termo genérico, ou seja, deve ser expresso como um
nome geral, mas com homogeneidade e estabilidade definidas; 2 - as propriedades do
MR podem ser quantitativas ou qualitativas; 3 - indicagdo ao uso, se para calibragao do
sistema de medi¢édo ou se para o controle de qualidade; 4 - o MR deve ser usado
apenas para uma unica finalidade em um sistema de medicao, ou seja, como calibrador

ou como controle de qualidade do material.
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Para os materiais de referéncia certificados a nova definicdo é “Material de
Referéncia, caracterizado metrologicamente por um procedimento valido para uma ou
mais propriedades especificas, acompanhado por um certificado que fornece o valor da
propriedade especificada com sua incerteza associada e dados de rastreabilidade
metrologica”. Esta nova definicdo leva em consideracdo que o termo ‘rastreabilidade’
nos dias de hoje, também é usado para identificacdo das fontes de incerteza na cadeia
de producao do material.

Apesar das definicdes citadas estarem em processo de alteracao, infelizmente,
ndo existem MR para todas as analises quimicas realizadas em laboratérios. Somente
estdo disponiveis MR para as técnicas analiticas mais rotineiramente empregadas e
para um namero muito pequeno de matrizes. Na andlise de agrotoxicos existe ainda um
grande inconveniente analitico que € o efeito da matriz, isto €, determinados métodos
sofrem interferéncia da matriz tornando necessario utilizar um MR com caracteristicas
semelhantes as da matriz (ZUCCHINI, 2004).

Estes MR sdo muito caros, tendo em vista que as etapas de elaboracdo e
certificacdo sdo demoradas e dispendiosas. Quando ocorre a compra de um MR, existe
ainda a possibilidade de ocorrer uma falha na logistica de envio ocasionando uma
perda do material devido a deficiéncia das condi¢des de transporte.

No Brasil ndo existe nenhum provedor de MRC referente a agrotoxicos, o que
dificulta 0 acesso e, consequentemente 0 aumento do custo para o laboratério. Séo
disponiveis apenas MR destinados a Ensaios de Proficiéncia (BASTOS et al., 2007).
Em sua maioria esses materiais sdo produzidos por paises como os EUA, Inglaterra,
Alemanha entre outros (ALVES & MORAES, 2004).

ARMISHAW et al. (1996) prepararam um material de referéncia certificado
utilizando como matriz gordura animal contaminada com os agrotoxicos clorfluazuruon e
fluazuron ao nivel de 1 mg/kg cada. Para etapa de certificacdo foram utilizados trés
laboratorios colaboradores além do laboratério produtor do material.

Em outro empreendimento ARMISHAW et al. (1998) prepararam a mesma
matriz, citada anteriormente, com residuos de dois agrotdxicos organoclorados e trés
organofosforados em nivel de 0,2 e 0,8 mg/kg, respectivamente. Cinco laboratorios
colaboram para a certificacao.

No Reino Unido, o FAPAS® — “Food Analysis Performance Assessment
Scheme” trabalha h& anos como provedor de ensaio de proficiéncia de diversas
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matrizes para analise de residuos de agrotoxicos, entre as quais, hortifrutigranjeiros,
leite, vinhos e farinhas (2008).

O NIST — National Institute for Standards and Technology dos Estados Unidos,
oferece espinafre, peixes, chocolate, amostras ambientais, entre outras (2008).

O Institute for Reference Materials and Measurements — IRMM, na Europa
oferece materiais de referéncia certificado para analise de residuos de agrotoxicos nas
matrizes de leite em pd, racdo animal e carne de porco (2008).

A producgao de um MR requer um planejamento experimental detalhado, para o
gual deve ser prevista uma quantidade suficiente de material a ser utilizado para a
execucao de todos estudos de caracterizagao (ISO GUIDE 35, 2006). Basicamente sao
guatro as etapas de trabalho para a producdo de um MR: 1 - o preparo do material, 2 -
envasamento das amostras com verificacdo da homogeneidade do material nos
recipientes, 3 - estabelecimento da estabilidade, que garantira ao material embalado ser
mantido integro durante estocagem por tempo pré-estabelecido e 4 - a certificacdo dos
valores atribuidos as propriedades de interesse do material preparado. A embalagem
do MR também tem sua relevancia, pois ir4 contribuir para manter sua integridade
durante todo o periodo despendido no transporte e armazenamento. O valor certificado
dos materiais de referéncia deve ser mensurado a partir de calculos estatisticos
adequados e informado com suas incertezas devidamente estimadas, provenientes da
caracterizacdo da amostra, da homogeneidade e da estabilidade da amostra conforme
apresentado na Equacéao 1 (ILAC, 2000; CHUI et al. 2005; ISO GUIDE 35, 2006).

UMRC = \/Uzcaracteringéo + Uzhomogeneidade+ Uzestabilidaje Eq ua(;éo 1
Onde: uzcaracterizagéo =incerteza padrao inerente a caracterizacdo da amostra

uzhomogeneidade = incerteza padrao inerente & homogeneidade da amostra

Uestabilidade = iNCerteza padréo inerente a estabilidade da amostra
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1.4 — Homogeneidade do Material de Referéncia

O teste da homogeneidade do MRC é um dos fatores essenciais para a garantia
da manutencéo das propriedades fisico-quimicas do material estudado e, portanto, as
dimensdes da amostra devem ser representativas ao tamanho do grupo. No
experimento, 0 numero de frascos selecionados aleatoriamente deve incluir entre 10 e
30 unidades do lote preparado (ISO GUIDE 35, 2006).

O planejamento para verificar a homogeneidade de um lote de material
preparado para fins de certificagéo deve indicar as variabilidades da amostra dentro do
recipiente, no qual uma quantidade minima da amostra deve ser tomada para que
represente a porgcao teste dentro do mesmo, assim como entre 0s recipientes que
contém os materiais que compdem o lote, devidamente envasados. Os modelos
indicados para realizacdo desse estudo sdo apresentados na Figura 1 (VAN DER
VEEN et al., 2001; ISO GUIDE 35, 2006).

Recipiente Recipiente Recipiente Recipiente Recipiente
ne. 1 ne. k n°. 1 n°. 2 n°. k
p
Transforma- Transforma- Transforma- n sub n sub n sub
cdo cdo cdo amostras amostras amostras
o]
N (] \ - .
=
v v v : v v v
Q.
e f, 4 4 4
n medicdes n medicdes n medicdes = n n n
g transforma- transforma- transforma-
L cOes cOes cOes
- - -
n medi¢des n medi¢des n medigbes
v dics dics dics
Modelo 1 Modelo 2
Entre grupos (recipientes) Entre grupos (recipientes)
< > < >

Figura 1 : Modelos para o estudo de homogeneidade entre garrafas (recipientes) (figura adaptada
do modelo apresentado por VAN DER VEEN et al. (2001; ISO GUIDE 35, 2006).

O Modelo 1 apresentado na Figura 1 representa a situacdo onde é impossivel ou

ndo devem ser realizadas, por razdes econdmicas, sub amostragens do mesmo
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recipiente. Nesse caso o numero de replicata do experimento sera 1. O Modelo 2 é o
experimento ideal apresentado na mesma Figura 1, no qual é possivel de serem
realizados varios ensaios do mesmo recipiente gerando nesse caso n = k replicatas.
Entretanto a maior variabilidade observada ocorrera entre 0s Varios recipientes
envasados ja que a variabilidade dentro do mesmo recipiente podera ser minimizada
homogeneizando o mesmo antes da realizacdo do ensaio.

Os dados para o teste de homogeneidade devem ser executados em condi¢des
de estrita repetitividade (mesmo laboratério, mesmo analista e todas amostras testadas
no mesmo dia, se possivel). Além disso, na variabilidade entre os recipientes, deve ser
incluida a incerteza relativa a tal condi¢cdo (ISO GUIDE 35, 2006; ELLISON et al., 2001,
ILAC, 2000).

A andlise de variancias (ANOVA) fator anico (ISO GUIDE 35, 2006), é a
ferramenta estatistica indicada para avaliar se a variagdo na composi¢cdo das amostras
distribuidas nos recipientes foi suficientemente pequena para o objetivo proposto. O
teste F de Snedecor, indica se os resultados da homogeneidade sdo significantes.
Quando Feaiculado < Feritico, (a=5%) NA0 ha motivo para a ndo aceitagdo da homogeneidade
entre os recipientes com amostra. O valor de P indica em qual nivel o valor de Fcaculado
foi observado. Na Tabela 1 sdo expressas as equacdes e termos para o calculo da

andlise de variancia (ANOVA) fator Unico.

Tabela 1: Calculo pela anélise de variancia (ANOVA) fator Unico.

Fonte de Soma dos quadrados Graus de Média dos Quadrados F calculado Valor-P F critico
variagao (SQ) Liberdade (MQ)
Entre as 2 2 h-1 2 2
garrafas ZT i /n _T /N (ZTi /n _T IN)(h=1) MQ entre DISTF Fa
1 1
MQ dentro (Fear; (1;n-2)GL
GLnum;
2 2

Dentro ( - médio) h(-1) 2( - médi% )/(n(n-1)) Gloen)
o 22X, 224%™
garrafas
Total Soma Soma

Fonte: ISO GUIDE 35 (2006).

Onde:

Ti = soma das medi¢lOes para uma mesma garrafa (recipiente contendo a amostra);
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T = soma de todas as medicoes;
N = numero total de medic¢oes;
n = nimero de aliquotas de uma mesma garrafa (recipiente contendo a amostra);

h = nimero de garrafas (recipiente contendo a amostra).

A incerteza da homogeneidade € funcédo dos valores da média quadratica (MQ)
entre os recipientes (MQenre) € dentro dos recipientes (MQgentro), @ qual também é
fornecida pelo teste de andlise de variancia (Tabela 1). Quando o valor de MQentre dOS
recipientes for maior que MQuentro dOS recipientes, a incerteza padrdo devido a néo
homogeneidade (Unomogeneidade) € €quivalente ao desvio padrdo (Sp,) entre o0s
recipientes, podendo ser estimada através da Equacao 2, com n = nimero de replicatas
dos recipientes.

_ _ _ MQemre— MQdentro Equagao 2
uhomogeneidade_ ubb - SDb - n

Nas situacbes onde o valor de MQenre for menor que MQgentro Utiliza-se a
Equacdo 3 para o calculo da incerteza da homogeneidade, onde df representa o

numero de graus de liberdade avaliados.

— _ IMQ 2 Equacéo 3
uhomogeneidade_ ubb - \/ dentro B\/df quac

dentro
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1.5 — Estabilidade do Material de Referéncia

Assim como a avaliacdo da homogeneidade, a avaliacdo da estabilidade é
também pré-requisito no processo de certificacdo do MR e tem como objetivo avaliar a
estabilidade do mesmo apés a sua preparacdo durante periodos especificos de tempo
e temperatura, pois o material preparado pode ser suscetivel & degradacdo com o
tempo devido a fendmenos produzidos por: temperatura, luz, oxigénio, umidade,
atividade microbiolégica etc.

O teste de estabilidade € mais complexo que o de homogeneidade e devem ser
considerados dois tipos de variacao:

» Estabilidade a longo prazo do material (representando o tempo de
estocagem ou tempo de prateleira);

» Estabilidade a curto prazo do material (representando, por exemplo,
condicdes de transporte).

O primeiro tipo é o modelo classico, mede o valor da propriedade da amostra em
funcdo do tempo. A duracdo do estudo de estabilidade relacionado a longa duragcao
normalmente pode variar entre 24 e 36 meses com intervalos tipicos de amostragem de
5 a 6 vezes durante o periodo determinado. Como este modelo é executado sob
condi¢cbes de reprodutibilidade, deve apresentar o valor da incerteza inerente a esta
caracteristica - Ui, - onde lIte significa longo tempo de estocagem, ou simplesmente
Uestabilidade (VAN DER VEEN, 2001; ISO GUIDE 35, 2006).

O estudo realizado em curto periodo de tempo € conhecido como ‘isochronous
design’ ou modelo isocronico (LAMBERTY et al. 1998), onde sdo simultaneamente
realizadas medicdes de amostras mantidas em diferentes temperaturas demonstrando
0 comportamento acelerado dos agrotoxicos em termos de estabilidade. Para este
modelo as medicbes sdo efetuadas sob condi¢des de repetitividade, ou seja, em uma
mesma andlise € possivel avaliar diferentes condi¢cdes de estocagem. Nesse caso deve
apresentar incertezas menores que no modelo classico e sendo assim, na maioria das
vezes essas incertezas sao negligenciadas. O tempo de estudo pode ser de dois
meses, podendo se estender para seis a doze meses a fim de se obter informagdes
adicionais sobre o longo tempo de estocagem (VAN DER VEEN et al., 2001,
LINSINGER et al., 2001; ISO GUIDE 35, 2006).
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A 1SO Guide 35 (2006), estabelece que a avaliacdo da estabilidade do material
seja feita pela analise de residuos da regressdo linear e a analise de variancia
(ANOVA), que consiste em observar se a regressao linear dos valores de concentragao
dos analitos ao longo do tempo apresenta alguma tendéncia. Se a inclinagdo da reta ou
a nao linearidade da mesma nao forem significativas, ou seja, se a concentracao do
agrotoxico ndo variar em fungédo do tempo, o material € considerado estavel. Sendo
assim, o agrotoxico é considerado estavel quando apresentar o valor-P maior que 0,05
(95%), indicando que a inclinacdo da regresséo linear € insignificante (VAN DER VEEN
et al.2001, ISO GUIDE 35, 2006).

A partir da tabela gerada com os dados da regressédo e da ANOVA, calcula-se a
incerteza inerente a estabilidade multiplicando o valor do erro padréo da inclinacéo pelo
tempo de estudo, de acordo com a Equacéao 4 (ISO GUIDE 35, 2006).

Uest = €rro padrdo x tempo de estudo Equagéo 4

31



1. 6 — Caracterizacdo do Material de Referéncia

A caracterizacdo do candidato a material de referéncia certificado baseia-se na

ISO GUIDE 35 (2006).

Os materiais de referéncia geralmente sdo caracterizados baseados na exatidao

de todo o processo experimental e desse modo o valor certificado da propriedade

representa a melhor estimativa do valor verdadeiro. A incerteza declarada desse valor

da propriedade deve levar em consideracdo todos efeitos casuais e sistematicos

inerentes ao processo de medi¢cdo, tdo bem como a variabilidade entre as amostras

(homogeneidade) e o tempo de validade do material (estabilidade). Na Figura 2 é

apresentado um tipico exemplo do processo de certificacdo de um MR (VAN DER

VEEN et al., 2001).

Teste de
homogeneidade

\4

Teste de
estabilidade

¥

Caracterizacédo

>

Dentro do recipiente

Quantidade minima
de amostra

Entre os recipientes

Uhomog

Curto tempo de
estocagem

Uestob.

Longo tempo de
estocagem

Uestab

Valor da propriedade
+ incerteza

g ) Sim
omogenei- >

dade OK?
N&o

Aricin
Tendéncia? >
Nao

Ancin®
Tendéncia? >

Pt

UmRrc

Figura 2: Etapas de avaliagdo do processo de certificacao de um lote de material candidato a material de

referéncia (Figura adaptada do modelo apresentado por VAN DER VEEN et. al, 2001).
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A norma ABNT ISO/GUIA 34 (2004), bem como a ISO GUIDE 35 (2006) indicam
guatro procedimentos tecnicamente véalidos que o produtor do MR pode empregar na
caracterizacdo do material de referéncia:

1. Utilizagcdo de um método primario em um unico laboratorio;

2. Medicdes por dois ou mais métodos de referéncia independentes em
um mesmo laboratorio;

3. Uma rede de laboratorios qualificados que utilizem para medi¢do um
ou mais métodos de exatiddo demonstravel;

4. Elaboracdo de um estudo interlaboratorial, utilizando um método
especifico, que forneca valor(es) de propriedade avaliado(s) para este
método.

A escolha por uma delas dependeréa do tipo de material de referéncia, do seu uso
pretendido, da competéncia dos laboratorios envolvidos e da qualidade dos métodos
empregados e entdo, escolhida conforme apropriado (ABNT ISO GUIA 34, 2004).

Apés a caracterizacdo do material deve ser elaborado um relatorio de
certificacdo detalhado com todo o procedimento de execucdo do mesmo, além do
certificado propriamente dito. Ambos documentos baseiam-se para sua elaboragdo na
norma ABNT ISO/GUIA 31 (2004), inclusive o contetdo dos rotulos dos recipientes.
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1.7 — Esterilizacao de Alimentos

A atividade microbiolégica em materiais de referéncia para analise de alimentos
pode comprometer a estabilidade a curto e/ou a longo prazo do material.

Assim, procedimentos convencionalmente utilizados pela industria alimenticia
para a minimizacdo da atividade microbiana na mesma podem ser empregados na
preparacao de tais MR (SILVA et al. 2006).

Neste trabalho foram explorados a pasteurizacdo (GAVA, 1999) e a irradiacdo
gama (ANVISA, 2001) visando maximizar o prazo de validade dos MRC preparados.

A pasteurizacdo € um processo de tratamento capaz de inviabilizar o
crescimento da maior parte das bactérias normalmente presentes no alimento, sem
alterar as propriedades ou caracteristicas do mesmo. Tradicionalmente, 0 processo
caracteriza-se por um aquecimento do material a temperaturas entre 63 a 75 °C, por um
periodo varidvel de 15 a 30 segundos e em seguida um resfriamento rapido com
temperaturas abaixo de 5 °C. Esse tratamento fornece uma eficiéncia bactericida
superior a 98% podendo ser realizado em condigdes laboratoriais, ou seja, em pequena
escala (GAVA, 1999).

Armishaw & Millar (2001) empregaram esterilizagdo em banho de agua quente
(temperatura de ebulicdo) seguido de resfriamento rapido em amostras de polpa de
tomate, contaminada com agrotoxicos, envasadas em latas de aluminio.

A irradiacdo de alimentos, segundo a RDC n° 21 da ANVISA (2001), é um
processo fisico de tratamento que consiste em submeter o alimento, j& embalado ou a
granel, a doses controladas de radiacdo ionizante, com finalidade sanitéria,
fitossanitaria e ou tecnologica.

Os tipos de radiacdo sao divididos pelo seu comprimento de onda e as mais
curtas tornam-se mais eficazes na destruicdo de microrganismos (ADAMS & MOSS,
1995).

A dose de radiagdo é usualmente medida em Gray (Gy) que é definido como a
guantidade de energia transferida por unidade de massa para um alimento,
microrganismos ou outra substancia irradiada (CDC, 2006).

Os tipos de radiacdo empregados nos alimentos séo divididos em: radiacfes ndo

ionizantes (luz ultravioleta e microondas) e radiacdes ionizantes (onda eletromagnética
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de alta energia como raios beta, raios gama, raios X) ou particulas (elétrons muito
energéticos) capazes de arrancar elétrons dos atomos, excitar e dissociar moléculas
(HERNANDES et al., 2003; CENA, 2006).

As fontes de radiacdo gama sdo as mais baratas porque os elementos ®Co e
137Cs sdo0 obtidos através da fissdo atdémica e sdo os dois Unicos autorizados para
irradiacdo de alimentos. Eles produzem uma radiacao eletromagnética de alta energia,
emitida por nlcleos desses elementos (radionuclideos) excitados. Os raios gama
possuem um excelente poder de penetracdo, podendo alcancar profundidade de até 20
cm. Além disso, o *°Co possui uma meia-vida de aproximadamente cinco anos e o
137Cs de aproximadamente 30 anos (CENA, 2006), o que torna economicamente viavel
a utilizacdo da irradiacéo.

Um dos principais inconvenientes do emprego da radiacdo em certos alimentos
destinado ao consumo é a mudanca de cor e producdo de odores desagradaveis.
Entretanto podem ainda ocorrer reacées quimicas resultando na alteracdo do produto.
Essas alteracfes dependem da dose de radiacdo aplicada, da quantidade de agua do
alimento e do meio gasoso em que o produto € irradiado (HERNANDES et al., 2003;
SILVA et al., 2006; SANT'ANA et al., 2007).

A radiacdo de alimentos pode ser vantajosa frente a pasteurizacdo, porque a
penetracdo da radiacdo é mais profunda, instantdnea e uniforme. A irradiacdo é
considerada um processo “frio” porque leva a apenas um pequeno aumento da
temperatura durante o processamento. Entretanto a desvantagem ao uso da irradiacao
esta relacionada principalmente a disponibilidade de irradiadores de alimento (SILVA et
al., 2006; SANT'ANA et al., 2007).

Os trabalhos encontrados na literatura com a finalidade de uso da radiacdo gama
envolvem na maioria das vezes, 0 uso para degradacédo dessas substancias em vista
de cancelar a potencialidade delas no meio ambiente e alimentos. Outros visam a
simples conservagao dos alimentos durante o tempo de armazenamento sem perda de
suas caracteristicas sensoriais e organolépticas (CASTRICINI et al., 2002; MOREIRA et
al., 2005; MIRANDA, et al., 2006; SANT’ANA et al., 2007).

Javaroni et al. (1991) avaliaram a degradacdo de lindano (y-HCH) em solucdo
aguosa através de radiacdo gama objetivando um meio de proporcionar uma

descontaminagao ambiental.
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Golan et al. (1993) perceberam que utilizando banho de agua quente a 50°C por
2 min foi mais efetivo que aplicar dose de 1 kGy de radiagdo gama para redugédo de
fungos em tomates.

Luchini et al., (1996) determinarem os efeitos de diferentes doses e taxas de
doses de radiagcdo gama, na degradacao do inseticida parationa visando a protecao do
meio ambiente. Avaliaram-se solu¢cdes aquosas, contendo esse inseticida que foram
irradiadas em doses que variaram de 0 a 1 kGy nas taxas de dose: 1,87; 2,80; 3,12 e
3,41 kGy/h. Os resultados encontrados demonstraram a formacdo de produtos de
degradacdo da parationa, indicando a aplicabilidade desta técnica ao uso pretendido.
Com o uso desse inseticida em metanol sua degradacao foi completa na dose de 30
kGy.

Costa et al., (2001) avaliaram o0s niveis residuais de procloraz aplicado em
mangas em vista de verificar os efeitos indesejaveis do mesmo. Os frutos foram
submetidos a radiacdo gama na dose de 1,0 kGy visando verificar se a mesma induziu
a degradacdo do fungicida. Os resultados demonstraram baixa degradacdo do
procloraz em mangas.

Melnikova et al. (2003) avaliaram os efeitos da radiacdo gama por Co®, na
estabilidade de agrotoxicos organoclorados em alimentos nas doses entre 0,77 a 55,55
kGy.

Schindler et al., (2005) investigaram a redugédo da concentragéo de substancias
fendlicas em amostras de tomate. Das cinco substancias pesquisadas quatro ndo foram
afetadas pela radiagdo nem com o emprego na dose de 10 kGy.

Juérez & Becerril (2006) irradiaram nas doses de 1 a 10 kGy, solucdes de

clorofendis com o objetivo de aplicacdo deste tratamento no meio ambiente.

36



1.8 — Matriz e agrotéxicos selecionados

A matriz tomate foi escolhida para a preparacdo do MRC uma vez que 0
programa de monitoramento de hortifrutigranjeiros realizado pela ANVISA (PARA)
apontou para uma extensiva contaminag¢do daquela verdura com agrotoxicos de todas
as classes e grupos quimicos utilizados no Brasil.

Adiante, frente ao consumo alimentar no pais, a avaliagdo da contaminacéo do
tomate com residuos de agrotoxicos assume importancia significativa em se tratando de
andlise de residuos.

Finalmente, o fato de que o Laboratério de Analise de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos do INCQS, ja acumulou nos ultimos anos experiéncia significativa em
andlise de residuos de agrotoxicos em matriz tomate (MORELLI-CARDOSO et al.,

1999) sugerindo que aquela matriz fosse escolhida para preparagéo de um MRC.

1.8.1 — O Tomate

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum, Mill.) encontra-se bastante
desenvolvida no Brasil e o tomate esta entre as hortalicas mais consumidas no mundo,
sendo uma fonte de vitaminas A e C e de sais minerais como 0 potassio e 0 magnésio.
Segundo dados da FAO (2008) o Brasil produziu no ano de 2006, 3,3 milhdes de
toneladas do fruto, colocando-se como nono pais produtor desta cultura. Para o ano de
2008 a estimativa da safra segunda IBGE (2008) deve apresentar uma pequena
alteracdo em relacdo ao ano de 2006.

O tomate pode ser utilizado tanto para o consumo direto, como legume de mesa,
ou entdo aproveitado na industria para o preparo de massas de tomate, sucos ou
conservas.

O fruto do tomateiro possui, em sua composi¢ao, aproximadamente 93 a 95 % de
agua. Nos 5 a 7% restantes, encontram-se compostos inorganicos, acidos organicos,
acucares, solidos insoluveis em alcool e outras substancias conforme apresentado na
Tabela 2.
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Tabela 2: composi¢do da matéria seca dos frutos maduros de tomate.

Composicdo % na matéria

seca

Glucose 22

AcuUcares Frutose 25
Sacarose 1
Proteinas 8
Sdlidos insoluveis em alcool Substancias pécticas 7
Hemicelulose 4
Celulose 6
Acidos organicos Acido citrico 9
Acido malico 4
Minerais — principalmente K,Ca,MgeP 8
Lipidios 2
Aminoacidos dicarboxilicos 2

Outros Pigmentos 0,4
Acido ascérbico 0,5

Volateis 0,1

=
o

Outros aminoécidos, vitaminas e polifenois

Fonte: DAVIES & HOBSON, 1981.

Embora as vitaminas estejam presentes em uma pequena propor¢cao do total da
matéria seca do tomate, estas substancias sdo importantes do ponto de vista nutricional
(Tabela 3).

Tabela 3: Teores de vitaminas nos frutos maduros de tomate.

Vitaminas Valores médios por 100g de fruto
fresco

[B-caroteno 900 — 1271 i.u.*
Vitamina B; (tiamina) 50 - 60 mg
Vitamina B, (riboflavina) 20 - 50 mg
Vitamina Bz (acido pantoténico) 50 — 750 mg
Vitamina do complexo Bs 80 - 110 mg
Acido nicotinico (niacina) 500 — 700 mg
Acido félico 6,4 —20 mg
Biotina 1,2-4,0mg
Vitamina C 15000 — 23000 mg
Vitamina E (a-tocoferol) 40 - 1200 mg

* 1 u.i. (unidade internacional) = 0,6 mg de (-caroteno.
Fonte: DAVIES & HOBSON, 1981.
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1.8.2 — Agrotoxicos selecionados

Os agrotoxicos selecionados s&o principios ativos pertencentes a classes

distintas, ja validadosno INCQS para a matriz tomate. Na Tabela 4 sdo apresentados 0s

agrotoxicos selecionados para serem avaliados neste estudo e na Tabela 5 sédo

apresentados os LMRs adotados para a cultura do tomate no Brasil e em outros paises
(ANVISA, 2008; APVMA, 2008; PSD, 2008; PSD/CODEX, 2008; RIKILT, 2008;
MINISTERE DE L’AGRICULTURE et DE la PECHE, 2008; DGADR, 2008). A inclus&o

pelo y-HCH (Lindano) foi feita visando utiliza-lo como controle para os dados analiticos,

devido a conhecida estabilidade desse agrotoxico.

Tabela 4: Analitos selecionados para o estudo de preparacdo de um MR em agrotéxicos.

Agrotoxico Formula estrutural Classe Grupo
uimico
Cl Cl d
I
y-HCH
Inseticida organoclorado
H3C S
AJP OCH Inseticida, organofosforado
Fenitrotiona O2N ( 3)2 formicida
S
o d
Clorpirifés N P(OCH 2CH3)2 Inseticida, organofosforado
formicida,
‘ A acaricida

3

o
cl CH
N\
Procimidona CH3 Fungicida
Cl /

Dicarboximida

Fonte: ANVISA, 2008.
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Tabela 5: Limites maximos de residuos permitidos para a cultura de tomate no Brasil e em outros paises.

LMR (mg/kg)

Agrotéxico Reino
Brasil Australia  Canada Codex Franca Holanda Portugal Unido
¥HCH NI* NI* 3,0 NI* 0,01 NI* NI* 0,01
fenitrotiona NI* NI* NI* NI* 0,01 NI* NI* 0,01
clorpirifés 0,5 0,5 0,01 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
procimidona 2,0 NI* NI* 5,0 2,0 2,0 2,0 2,0

NI* = ndo indicado

Fontes: Brasil (ANVISA, 2008); Australia (APVMA, 2008); Canada (PMRA, 2008); Codex (PSD/CODEX,
2008); Franca (MINISTERE DE L’AGRICULTURE et DE la PECHE, 2008); Holanda (RIKILT,
2008); Portugal (DGADR, 2008); UK/EC (PSD, 2008).

Embora o }HCH e a fenitrotiona e ndo sejam indicados no Brasil para a cultura
do tomate, observamos na Tabela 5 que seu uso é indicado em outros paises,
demonstrando que ndo ha impedimento para a sua inclusdo no material objeto de
estudo. Para a procimidona a indicagdo de uso no Brasil apresenta mesmos LMRs que
Reino Unido, Franca, Portugal e Holanda (PDD, 2008; MINISTERE DE
L’AGRICULTURE et DE la PECHE, 2008, DGADR, 2008; RIKILT, 2008), entretanto o
LMR determinado pelo Codex Alimentarius para tomate corresponde a um valor acima
do dobro nos demais paises. No Brasil o y-HCH é indicado apenas como preservante
de madeira (ANVISA, 2008). Dentre os agrotéxicos selecionados, apenas o clorpirifés e
a procimidona sao permitidos no Brasil para a cultura de tomate, respeitando os limites
maximos de residuos permitidos (LMR) de 0,5 e 2,0 mg/kg, respectivamente (ANVISA,
2008).

A concentracdo dos agrotoxicos na matriz candidata a ser transformada em
material de referéncia foi definida de modo a garantir que os niveis resultantes de
analitos no MR pudessem ser detectados em todos os laboratérios envolvidos na
analise e aquisicdo do referido material. Esses valores correspondem a

aproximadamente 0,1 a 0,2 mg/kg dos agrotoxicos na polpa de tomate.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo principal desse projeto foi estudar as condi¢cdes mais adequadas para
o preparo de uma matriz referéncia certificada utilizando uma matriz natural que foi
contaminada com concentracdes residuais e conhecidas de agrotoxicos seguindo
normas nacionais e internacionais de boas praticas.

A matriz selecionada foi o tomate com os residuos dos agrotoxicos y-HCH,
fenitrotiona, clorpirifés e procimidona na faixa de concentragéo de 0,1 a 0,2 mg/kg.

O objetivo especifico foi avaliar um tratamento adequado para a amostra visando
garantir a integridade da mesma durante longo tempo de estocagem e sob condi¢des
extremas de transporte.

Como conseqUéncia desta producdo, prover para outros laboratorios esse
material de modo a melhorar seu desempenho no controle de residuos de agrotoxicos

em alimentos no Brasil.

41



3 - RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho de tese estdo apresentados em formato de
coletdnea de artigos cientificos, com a apresentacdo de cinco manuscritos e um
relatorio de natureza restrita ao INCQS. O primeiro (Manuscrito 1): Validacdo de
método para determinacdo de residuos de agrotoxicos em tomate: Uma
experiéncia laboratorial (CARDOSO et al, 2008) (submetido)*; o segundo (Manuscrito
2): Efeito da resposta cromatografica acentuada e induz  ida pela matriz: Estudo
em caso de tomates (CARDOSO; NOBREGA; ABRANTES, 2008) (publicado)?; o
terceiro (Manuscrito 3): Aplicacdo da radiagdo gama na preservacao de materi  al de
referéncia a ser usado na andlise de residuos de ag rotoxicos (CARDOSO et al,
2008) (no prelo)®; o quarto (Manuscrito 4): Preparacédo de um material de referéncia
certificado para o controle de agrotdéxicos em horti frutigranjeiros: Parte 1: Estudo
da homogeneidade (CARDOSO et al, 2008) (submetido)*; Preparacdo de um
material de referéncia certificado para o controle de agrotoxicos em
hortifrutigranjeiros: Parte 2: Estudo da estabilida de (CARDOSO et al, 2008)
(submetido)®; o sexto (Relatério Interno) Relatério de certificacdo de material de
referéncia: Residuos de agrotdxicos em puré de toma te (CARDOSO; NOBREGA;
ABRANTES, 2008)°.

! Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso et al, elaborado e submetido &
publicagdo no periddico “Ciéncia e Tecnologia de Alimentos” em 2008.

% Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso, Armi W. Nébrega e Shirley
Abrantes, publicado no periédico “Revista Analytica”, v. 34, p. 48-55, 2008.

% Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso et al, aprovado para publicacdo no
periédico “Revista Analytica”, a ser publicado no ano de 2008. No prelo.

* Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso et al, elaborado e submetido &
publicacéo no periddico “Ciéncia e Tecnologia de Alimentos”, em 2008.

° Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso et al, elaborado e submetido a
publicacéo no periddico “Ciéncia e Tecnologia de Alimentos”, em 2008.

® Relatério interno, restrito ao INCQS, de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso, Armi W.

Nébrega e Shirley Abrantes, elaborado em 2008.
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3.1 — MANUSCRITO 1 - Validagdo de método para determinacdo de residuos de

agrotoxicos em tomate: Uma experiéncia laboratorial.

Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso et al., elaborado e
submetido a publicacdo no periédico “Revista de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
em 2008.
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VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS D E
AGROTOXICOS EM TOMATE: UMA EXPERIENCIA LABORATORIAL 1

VALIDACAO EM RESIDUOS DE AGROTOXICOS

Maria Helena W. M. CARDOSY?’, Adherlene V. GOUVEA
Armi W. NOBREGA e Shirley ABRANTES

!Doutoranda em Vigilancia Sanitéria pelo programapies-graduacdo em Vigilancia Sanitéria

do INCQS/FIOCRUZ;

’Departamento de Quimica, Instituto Nacional de @uletde Qualidade em Salde / Fundacéo
Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ), Av. Brasil 4365, Maingos, Rio de Janeiro — RJ, 21.045-
900.

E-mail: helenawohlers@hotmail.com

* A quem a correspondéncia deve ser enviada

44



VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINAGCAO DE RESIDUOS D E
AGROTOXICOS EM TOMATE: UMA EXPERIENCIA LABORATORIAL !

REsSumO

Um modelo de procedimento para validacdo de métledensaio para determinagcdo de cinco
agrotoxicos ¥ - HCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifos e @cimidona em matriz tomate) e
demonstrado atraves da analise cromatografica. #staé processada é extraida com 30 mL de
acetona e em seguida com 60 mL de uma misturantgténo:éter de petroleo (1:1). O volume
total é centrifugado e a aliquota organica é tilraob NgSO,. Um mL do extrato organico é
concentrado e dissolvido em um mL de isooctano.pllndeste é injetado no cromatografo a gas
com detector por captura de elétrons - CG/DCE. rRaagaliados a seletividade, linearidade,
precisdo, exatidao e limites de deteccédo e de ifjeanfio. As recuperacdes obtidas variaram de
70 a 110 %, considerando-se os niveis de adicaéxgros/amostra de 0,02 a 2,50 mg/kg. Os
limites de deteccdo do método variaram de 0,009EH00ng/kg e os de quantificacdo entre 0,02
a 0,03 mg/kg.

Palavras-chave:agrotoxicos, tomate, cromatografia em fase gasasidacao
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VALIDATION METHOD FOR DETERMINATION OF PESTICIDE RE SIDUES IN
TOMATOES: A LABORATORIAL EXPERIENCE

SUMMARY

It is presented a model of validation procedureaahultiresidue method for chromatographic
analyses of five pesticides residugsHCH, chlorotalonil, fenitrothion, chlorpyrifos and
procymidone in tomatoes. The tomato was processecdxetracted by acetone plus a mixture of
dichloromethane:petroleum benzine (1:1). The volunes centrifugated and after this was
filtered under NgSO,. One mL of organic extract was concentrated thkred in isooctane and
one pL was injected into the gas chromatograph with tedec capture detector - GC/ECD.
Selectivity, linearity, precision, accuracy, anthilis of detection and quantification were the
parameters evaluated. The recovery ranged frono 20.® % in the concentration range of 0.02
to 2.50 mg/kg. The limits of detection ranged frén®05 to 0.010 mg/kg and the limits of
guantification were between 0.02 to 0.03 mg/kg.

Key words: pesticides, tomato, gas chromatography, validatio
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1 - INTRODUCAO

A cultura do tomateiro I{ycopersicon esculentum, M)ll encontra-se bastante
desenvolvida no Brasil e seu fruto esta entre aligas mais consumidas no mundo, estando
globalmente enraizado no habito alimentar. Enttetageus sistemas de producgéo envolvem, de
modo geral, aplicacdo excessiva de agrotdxicosspoem suscetiveis ao ataque de pragas
(SILVA et al, 2005). Os tomates estéo classificadestro do grupo de alto risco em relacao a
exposicado aos agrotdxicos, por serem mais exigeqiasto ao tipo ou numero de préticas
agrondémicas para a sua producédo. Desta forma,ssfiatos que mais recebem pulverizacdes de
agrotoxicos, gerando problemas de salde publicaptaminacdo do meio ambiente
principalmente do solo e da agua, além de altasstagsiduais dessas substancias nos frutos
(MOREIRA, 1995).

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria denéyitacdo — ABIA(2007) o Brasil
produziu no ano de 2004, trés milhdes e meio deladas do fruto colocando-se como a oitava
cultura em producao no p&iBGE, 2007).

O tomate pode ser utilizado tanto para o consumstadcomo legume de mesa, ou entao
aproveitado na industria para o preparo de massass ou conservas. Os frutos do tomateiro
gue sao utilizados em grande escala por variosesepsodutivos e mais intensamente pelo setor
agropecuario, tém sido objeto de varios estudotudBs estes em relacdo aos danos que
provocam a saude da populagéo, dos trabalhadaws de modo particular, como pelos danos
ao meio ambiente.

Os LMRs - limites maximo residuais de cada agrotdxipara determinado
hortifrutigranjeiro sdo regulamentados, no Bragikla ANVISA — Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003; ANVISA, 2007Mlo entanto, esses LMR podem néo ser 0s
mesmos em outros paises, ocasionando barreirasditiarias.

Uma das competéncias de um laboratério em prodiadips confiaveis € demonstrada
pela validacdo do método de ensaio (INMETRO, 2008sse modo, a extensdo do termo
“validacdo de um método€& bastante ampla e apresentada com diversascdesnna literatura
além de quais parametros de desempenho devem aexdag (GREEN, 1996; NATA, 1997;
EURACHEM, 1998; HUBER, 1998, WOOD, 1999; FAJGELJ &MBRUS, 2000;
THOMPSON et al, 2002; INMETRO, 2007). Outra questao harmonizada diz respeito a que
critérios de aceitabilidade sdo aceitos para catanpetro avaliado (HILL & REYNOLDS,
1999).
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O objetivo deste trabalho é apresentar um procedorse validacdo, adotado no estudo
para preparacdo e certificacdo de um material ferérecia a ser usado no controle de
agrotéxicos em hortifrutigranjeiros (CARDOSO et2005), embasado em fundamentos tedricos.
A discusséo detalhada para aplicacdo dos modejosdss é encontrada na literatura, e ndo sera
apresentada neste trabalho. A aplicacdo foi demamestpara cinco agrotoxicogsHCH
(organoclorado), clorotalonil (isoftalonitrila), qmimidona (dicarboximida), fenitrotiona e
clorpirifés (organofosforados), cujas estruturasngcas estdo apresentadas na Figura 1, em
tomate utilizando a cromatografia gasosa de alealuedo acoplada a detector por captura de
elétrons (CGAR-DCE). Dentre os agrotoxicos estudaazenas o clorotalonil, o clorpirifés e a
procimidona s&o permitidos na cultura de tomateBnagil em niveis de 1,0 mg/kg; 0,5 mg/kg e
2,0 mg/kg, respectivamente (ANVISA, 2007). Valeiesghr que outros residuos podem ser
encontrados em tomate em razdo de uma aplicac@widadou mesmo contaminagdo do meio

ambiente. Sendo assim, a pesquisa de outros agag®&o deve ser descartada.

Cl ClI
Cl O CH3
N
Cl C
N
Cl Cl / CH3
y-HCH cl o
Procimidona
N
S
Cl Cl ”
Cl OP(OCHCH3)2
Cl CN
Cl cl cl
Clorotalonil L
Clorpirifés
H3C S
O2N OP(OCH)2

Fenitrotiona
Figura 1: Estruturas quimicas dos cinco agrotoxicos estuglado
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

As amostras de tomate, da varieda@gllus (tomate longa vida hibriddstyllug,
provenientes da regidao serrana do estado do Riamksro, foram adquiridas de uma producéo
organica, certificada com o selo de qualidade ABIBssociacdo de Agricultores Bioldgicos do
Estado do Rio de Janeiro (ABIO, 2006).

Os tomates foram cortados em quatro partes e madas em blender (liquidificador com
copo de aco inox) de acordo com indicacadCddex Alimentariug2000), em seguida a polpa
foi mantida em recipientes de vidro até 0 momemt@milise. Primeiramente a polpa de tomate
foi testada e analisada com a finalidade de aval@ossibilidade de ser a amostra testemunho,

sem a presenca dos agrotoxicos alvos do estudo.

2.2 - Padrbes e Reagentes

Foram utilizados padrbes de agrotéxicos, com c=tb de analise e grau de pureza
superior a 95% (Dr. Ehrenstorfer — Augsburg, Alehegn Solventes de alta pureza e grau
residuos de pesticidas (Merck e Tedia), acetondordmetano, éter de petréleo (faixa de
ebulicdo 40-60 °C), isooctano e acetato de etitanfoutilizados. Sulfato de sodio anidro
(granulado para andlise de residuos, Merck) e phpéltro (Whatman n° 40, diametro de 12,5
cm) foram tratados de acordo com MORELLI-CARDOS@I€1999).

Solugbes estoque foram preparadas individualmeateomcentracdo nominal de 100
pg/mL e solugbes intermediarias de trabalho contemduistura com os cinco agrotéxicos,
estudados nas faixas de concentracfes apresentatisela 1, foram preparadas em isooctano a
partir das solugcdes estoque preparadas previansteoncentracdes das solucdes de trabalho
foram empregadas para preparo das curvas anabticadlvente e no extrato organico da polpa

de tomate bem como para fortificagdo das mesmas.
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Tabela 1 Concentracdes das solucbes preparadas parado eltwalidacdo do método de
ensaio

Concentracéo (uig/mL)

Agrotoxico
solucéo Misturas:
estoque Solugdes intermediarias
y-HCH 100,60 0,0030 a 3,2192
Clorotalonil 103,90 0,0031 a 15,5850
fenitrotiona 110,90 0,0033 a 4,4360
clorpirifés 102,10 0,0031 a 7,1470
procimidona 124,17 0,0037 a 37,2498

2.3 - Condicdes Cromatogréficas

Cromatografo a gas HP 6890 (Agilent), equipado cmtector por captura de elétrons
(Ni®%, sistema de injecdo automatico e estacdo deltimbaChemStation. Temperatura do
injetor e detector de 210°C e 300°C, respectivamn&luna 5 % fenil metil polisiloxanoHP
5MS de 30m de comprimento; 0,25 mm de diametrarote 0,2pm de espessura de filme.
Programacéo de temperatura do forno de 80°C (0 %ihy™" 180°C (8 min)®2*“™" 200°C (5
min) @%°“™" 280°C (5 min). Fluxo de gas carreador (Helio) 2 mL/min, fluxo da purga do
septo = 2,8 mL/min, fluxo total = 64,1 mL/min, floxdo gas “make-up”’(Nitrogénio) = 60

mL/min, modo de injecao “splitless” = 0,75 min, wole injetado = 1,QL.

2.4 - Procedimento analitico multi-residuos

A extracdo dos agrotoxicos da polpa de tomate semumétodo multi-residuos baseado
nos métodos do Laboratdrio da California - Depantnoé Food an Agriculture — Sacramento/CA
(LEE et al, 1991) e de Laboratdrios do ‘Working @ymn the Improvement and Development of
Residue Methods” — Netherlands (GENERAL INSPECTORATFOR HEALTH
PROTECTION, 1996). Para tal, foram pesadas 15 gnuastra processada em frasco, para uso
em centrifuga de 250 mL e, 1 mL do “surrogate” rf@iafés metil) na concentracdo nominal de 2

pg/mL foi adicionado a amostra antes da extracaclo@irifos metil atua como controlador
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individual do processo (“surrogate”) que é uma trasa com caracteristicas fisicas e quimicas
similares aos dos agrotoxicos que estdo sendosadal, com o0 objetivo de garantir a
integridade de uma amostra dentro do processotia0alUNITED STATES DEPARTMENT
OF AGRICULTURE — USDA, 2004). Quando a recuperagéoontrada para esta substancia
estiver entre 70 e 110% a integridade da amostéagesantida. Caso contrario deve-se verificar
todo o procedimento.

A extracao foi realizada com a adicao de 30 mLadtoma a amostra, que em seguida foi
homogeneizada em agitador de alta disperséo (ut@a) por 30 segundos. Adicionou-se 60 mL
de uma mistura diclorometano:éter de petrdleo @\, sendo nhovamente homogeneizados em
agitador de alta disperséo (ultraturrax) por 3sdgs.

Apoés a homogeneizacéo o frasco foi lacrado e lepada centrifugacdo por 7 minutos a
5°C e 3000 rpm.

Apoés centrifugacdo o extrato foi filtrado sob stdfale sédio e papel de filtro sendo
coletado em proveta graduada. Desse volume fiet@pu-se uma aliquota de 1 mL transferindo
para “vial” de vidro, que foi levado a evaporac&dasecura sob leve atmosfera de nitrogénio. O

extrato seco foi dissolvido em 1 mL de isooctardple analisado em CG/DCE.

2.5 - Validacao da Metodologia e Avaliacao dos Cétios de Desempenho

A validacdo do método foi conduzida segundo vamndscacdes citadas em literaturas
cientificas (MILLER & MILLER, 1984; EURACHEM, 1998CODEX ALIMENTARIUS, 2000;
THOMPSON et al, 2002; SANCO, 2006; INMETRO, 200a)jo processo permite demonstrar
gue o mesmo é adequado ao uso pretendido (“Fifoegmirpose”) (EURACHEM, 1998). Isto
foi feito através do cumprimento de alguns critgde desempenho que sao expressos em termos
de parametros estatisticos de seletividade, lidade, precisdo, exatidao e limites de deteccao e

de quantificacéo.

2.5.1 - Seletividade

A seletividade foi verificada através da injecdoutea amostra de tomate (branco do
tomate) que ndo contivesse 0s agrotoxicos em questfiie ndo apresentasse interferentes que
coincidissem com os tempos de retencdo das sulztamestudadas. Para comprovar a
seletividade do método, foram injetadas misturapatiroes para identificacdo dos tempos de
retencdo de cada substancia (THOMPSON et al, DBABI et al, 2004; SANCO, 2006).
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2.5.2 - Estudo da linearidade e faixa de trabalho

O estudo da linearidade da faixa de trabalho falizado com injecdes de solugcbes
padréo, preparadas em solvente (isooctano) e n& rf@ttrato organico do branco da polpa de
tomate) nas concentracdes 0,003; 0,005; 0,01; 0,05;0,2 e 0,4ug/mL, preparadas em duas
replicatas genuinas para cada nivel e onde as raderaa injetadas 2 vezes no cromatografo. A
faixa de trabalho estabelecida esta de acordo ca®naibilidade do método e o LMR dos
agrotoxicos avaliados correspondendo as conceesagdire 0,02 a 2,5 mg/kg. Recomenda-se
gue os pontos da curva analitica sejam igualmesgacados, ao longo da faixa estudada, para
haver equilibrio entre eles (THOMPSON et al, 20@3ra preparacdo da curva na matriz, 1 mL
do extrato organico do branco da polpa de tomateviaporado sob atmosfera de &l apos a
secura dissolvido em 1 mL da mistura de agrotox&n solvente com concentracdo
correspondente ao ponto da curva analitica. Essegimento foi realizado para cada ponto da
curva em questao.

A linearidade da faixa de trabalho para o métodeenaio foi verificada através da
leitura da curva analitica utilizando o método dusimos quadrados ordinarios (MMQO) de
acordo com a relagao linear representada pela @gugp: y = bx + a(Equacaol, ondeb é a
estimativa da inclinacaa, é a estimativa da interse¢&o;oncentracdo conhecida do analitpa
variavel dependente estimada pela equacéo de ségres correlacdo representada pelo modelo
matematico entre os valores numéricoxa@edey € representado pelo coeficiente de Pearson —
‘r. O quadrado deste coeficiente é chamado deicienfe de determinacéo ou simplesmerfte R
Vale ressaltar que o coeficiente de correlacdd e o coeficiente de determinacéo -*‘R&o
equivocadamente interpretados para avaliacao daridade, ndo sendo adequados para este fim
e ndo devem ser empregados isoladamente (THOMP$@IN2902). Tais coeficientes indicam
apenas o grau de ajuste dos dados & curva. Nals&hiv os valores aceitos foram de>f0,95 e
de r= 0,98.

No MMQO deve-se levar em consideracdo os posséneis associados as medicdes
(PIMENTEL & NETO, 1996; RIBANI et al, 2004; INMETR™®007) avaliando-se os residuos
decorrentes das mesmas de acordo com as prempgsasrdadas na tabela 2, a fim de verificar
se a equacao de regressao é estatisticamentecsitivaf (PIMENTEL & NETO, 1996; GREEN,
1998; EURACHEM, 1998; THOMPSON et al, 2002).
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Tabela 2 Premissas para verificacdo da linearidade dafda curva analitica (PIMENTEL &
NETO, 1996; GREEN, 1998; EURACHEM, 1998; THOMPSCiNle 2002).

Avaliacoes

Estatistica

Critérios de aceitacéo

existéncia de valores aberrantes — ‘outliers’,
para cada nivel de concentracéo
homogeneidade na variancia dos residuos da

regressao

significAncia da regresséao

desvio da linearidade da faixa de trabalho

teste de Grubbs

teste de Cochran

ANOVA —teste F

chcuIad0< Glabelado

Ccalculado< Ctabeladol( =7;n=2,a=

0,09

Feaculado = Vvalor-p, existe relacéo
linear entre as varidveis e a
inclinagdo da reta de regressao nédo é
nula. Ha indicagcdo que a regressédo é
significativa.

Feac € valor-p ndo hd indicacéo de
existéncia de relacdo linear entre as
varidveisx e y e ndo tem sentido

utilizar a regressao.

ANOVFeste da Falta de Ajustee = 0,05 < valor-p, se aceita a

linearidade, o modelo é satisfatdrio.

a = 0,05 = valor-p deve-se
estabelecer outro intervalo para faixa
de trabalho.

2.5.3 - Efeito da resposta cromatografica acentuadainduzida pela matriz

O efeito da resposta cromatografica acentuadaleicha pela matriz ou “efeito matriz”

observado pode causar um aumento ou diminuicdoesi@osta do detector de um analito

presente no extrato da amostra comparado ao mesalitogpresente em solvente orgéanico
(EURACHEM, 1998; HALSLOVA et al, 1998; BRUCE at dl998; ZROSTLIKOVA et al,

2001; THOMPSON et al, 2002).

O procedimento para avaliacdo deste efeito estésaprado detalhadamente por

CARDOSO et al, (2008).

2.5.4 - Limites de Detecc¢éo e de Quantificacdo dastrumento e do Método

Os limites de deteccao do instrumento (LDI) e ddéoehe (LDM) bem como os limites de

guantificagcdo do instrumento (LQI) e do método (LQNMram estabelecidos com base no
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método da relacao sinal/ruido (S/R) onde se aaeistimativa de 3:1, ou seja, o sinal produzido
através da resposta da injecdo de uma concentragéecida do analito de interesse foi 3 vezes
maior do que o sinal produzido do ruido da linhddse do cromatograma (THOMPSON et al,
2002; RIBANI et al, 2004). Esta relacéo (S/R) falctlada pela ChemStation do cromatégrafo
HP-6890.

Para estabelecer esta relacéo para os valoredddaslUQI, utilizou-se uma concentracao
conhecida de 0,01%1g/ml para oy-HCH; 0,0148ug/ml para o clorotalonil; 0,0225g/ml para a
fenitrotiona; 0,01231g/ml para o clorpirifés e 0,0184g/ml para a procimidona em solvente e na
matriz (extrato branco da polpa de tomate em isogt analisadas em seis replicatas genuinas
(n =6).

Para o LDM e LQM, seis replicatas, também genuinas,polpa de tomate foram
fortificadas, nas mesmas concentracfes acima sjtad@xtraidas pelo método de ensaio. Os
resultados analiticos dos extratos organicos dessastras foram utilizados para estabelecer a
relacdo (S/R). Em seguida, foram determinadas alasé os desvios padrdo das respostas
obtidas das injecbes realizadas das replicatasada concentracdo e os valores dos limites

calculados com as seguintes equacdes:

LDl ou LDM = concentrago S/R 3:1x3x S Equacao 2
X

LQIl ou LQM = concentrago S/R 3:1x10xS Equacéo 3
X

Onde, concentracdo S/R 3:1 = é a concentracad@digjejue produziu uma resposta na razao

sinal/ruido (S/R) de aproximadamente 3 sobre mrdéllinha base X corresponde a média das

respostas medidas (area&S¥ desvio padrao das respostas medidas (areas).

Para efeito de confirmacdo dos valores de LQM tadlos foram preparadas seis
replicatas da polpa de tomate nas respectivas soacées e extraidas de acordo com o método

de ensaio.

2.5.5 - Exatidao e Precisao
A exatidao e a precisdo sdo consideradas os pacsnuzt validacdo mais importantes na

verificacdo de desempenho de método de ensaiae8fpados experimentos com concentracao
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conhecida do agrotdxico, em replicatas e sob coedipré-estabelecidas. A exatiddo também
pode ser avaliada através da participacdo em edegoficiéncia, porém esta é uma ferramenta
nem sempre disponivel.

A realizacdo dos experimentos de recuperacdo migparam a determinacdo da
exatiddo do método através da comparacdo da coac@otreal de cada agrotoxico adicionado a
amostra antes do procedimento de determinacdoaqaeia encontrada ap0s esta etapa.

No estudo da recuperacdo dos agrotéxicos da amisstramate, 1 mL de uma solucao
contendo os cinco agrotoxicos, em 3 diferentes isiivde concentragcbes (nivel baixo,
intermediario e alto), foram adicionados a 15 gdipa de tomate branco. Depdaisso, foram
misturados com bastdo de vidro visando garantirhsuaogeneidade. As amostras fortificadas,
preparadas em seis replicatas de cada concen{ragab, total n = 18), foram mantidas por 15
minutos a temperatura ambiente antes do procedmaenéxtracdo, para evaporacao do solvente.
As concentracdes dos agrotoxicos na amostra foygdCH de 0,02; 0,10 e 0,20 mg/kg;
clorotalonil de 0,02; 0,10 e 1,00 mg/kg; fenitroode 0,03; 0,10 e 0,30 mg/kg; clorpirifés de
0,02; 0,10 e 0,5 mg/kg e procimidona de 0,02; @105 mg/kg. Os valores diferenciados no
terceiro nivel (nivel alto) se devem ao fato dasdiar niveis préximos ao LMR estabelecido do
agrotéxico no tomate. Os valores do nivel um (nibagko) foram utilizados para checagem dos
LQM calculados através da razao sinal/ruido (SARfHrmula utilizada para o calculo da taxa de

recuperacao foi:

Xexperimen 5

Recuperagé(%) = —
Xteorice

100 Equacao 4
Onde, Yexperimeml corresponde a concentracdo ou area média obtjgerimentalmente e

Xteorica corresponde a concentracdo ou area média tedlidaraada a amostra.

A precisdo €& medida sob condicbes de repetitividade sob condicdes de
reprodutibilidade e expressa na forma de coefieielet variagdo — (CV (%)) e/ou estimativa do
desvio padrao relativo — (DPR (%)) (THOMPSON et28102; SANCO, 2006). A precisao foi

avaliada atraves da repetitividade dos experimeatgagcuperacao.
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DPR(%) ou CV (%) = %100 Equacéo 5
Onde, S = Desvio padrdo das leituras no nivel de conceftreestudadox = média dos

resultados obtidos

Como critério de aceitagcdo dos parametros exatdf@oecisdo foram adotadas como
referéncia os valores estabelecidos @ddex Alimentariug2000) e SANCO (2006).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra de tomate organico testemunha apreseet@atisfatéria para avaliacdo do
método realizado, ja que ndo continha os cincotéxgjems estudados e nenhum interferente de

coeluicdo que impedisse a identificacdo e quaatgéo dos mesmos.
3.1 - Validacao da Metodologia e Avaliacao dos Cétios de Desempenho

3.1.1 - Seletividade

Na Figura 2 sdo apresentados o0s cromatogramas atcdbrda amostra (amostra
testemunho) e da mistura padréo. Os picos quecgrame no branco da amostra ndo coincidem
com os dos cinco agrotoxicos em questdo, ndo émtedo na analise com as condi¢cdes

cromatogréficas determinadas.
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Figura 2: A - Cromatograma do branco da polpa de tomate analpad@G/DCE, de acordo
com as condi¢cdes cromatogréaficas estabelecidasaprente. B - Cromatograma da polpa de
tomate fortificada com uma mistura dgHCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifés e
procimidona nas concentragfes de 0,0117 mg/kg48,6ig/kg, 0,0215 mg/kg, 0,0123 mg/kg e
0,0184 mg/kg respectivamente, analisada por CG/DCE.

3.1.2 - Estudo da linearidade e faixa de trabalho

A avaliagdo da curva analitica pelo MMQO foi reatla através de uma planilha
eletrdnica, apresentada na Figura 3. Vale saligutara construcdo da planilha sera abordada em
outro trabalho cientifico. E possivel observar laitha a andlise do gréaficoy, o grafico dos
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residuos da regressao, a variancias dos residuignificancia da regressdo e se ha falta no

ajuste da linearidade.

Laboratdrio de Residuos de Agrotoxicos
na matriz Tomate

Avaliacéo da curva analitica do Agrotéxico gama-HCH

Data: Equipamento: Sequéncia: Analista:
Curva de Calibraga Calculo: Avaliag&o dos residuos - Homocedasticidade
Concentracdo Resposta edia Variancia Desv. Pad cv Somatério Maior C de Cohran Resultado
Pontos ug/ml area % Variancia Varidncia C calculado C teérico homo/hetero
1 0.0030 264545 55407 21945125 1481,3887 2,674 1,13767E+11 50811619328 0,4466 0,7270 Homocedastico
0,0030 543595
ANOVA - da regresséo e Teste de desvio da Linearida  de
2 0,005 99614 100542,25 1060696,125 | 1029,9010 1,024 c
0,0050 1012705 Fonte GL sQ MQ F valorp | Sign |
Regressdo 1 2,24E+14 2,24E+14 9405,2614 9,662E-19
3 0.0101 1665545 167510,5 1827872 1351,9882 0,807 g [ p<oos |
0,0101 1684665 Residuos 12 2,85E+11 2,38E+10 #
Falta de ajuste 5 1,71E+11 3,43E+10 2,1104 0,1788
4 0,0508 1068151 1092463,5 1182195313 | 34383,0672 3,147 ! [ p-oes |
0,0503 1116776,0 Erro puro 7 1,14E+11 1,63E+10 #
Total 13 2,24E+14 # #
5 0,1006 20821615 2760624,5 12312884738 | 1109634387 | 4,020
0,1006 2839087,5 Xmed= 0,1104
0,2012 5546854,0 Ymed= 3084213,36
6 5706246 50811619328 | 225414,3281 [ 3,950
0,2012 5865638,0 Se’= 23772113753,30 Significativa
4 Se= 154182,08
7 0.4024 115494500 1 1170669975 | 49454967750 | 2223847201 | 1900
0,4024 11863949,5 n= 14 Resultado Regresséo
Somatério 1,5452 43178987 coef.linear= -153376,5222
coef.ang = 29333586,7921 150 hé desvio
" . vi
Curva analitica - gama-HCH em matriz tomate - 7p. e m alfa= 0,05
duplicata = 7
14000000 ’ =
r= 0,9994 n = nimero de observacdes
12000000 { Yy =29333586,7921x - 153376,5222 R2= 0,9987 u = namero de niveis
2 _ _o .
= P= 0,05 2 = ntimero de parametros estimados
10000000 - R =0,9987 -
réfico de residuos
8000000 - 9
g 400000
“© 6000000 4 300000
200000 d e . *
1 100000 * o
4000000 p - Py *
2000000 | ~100000 4 * *
-200000 o ¢
0 . . . . -300000
-400000
0 0,1 0,2 0.3 0,4 05
concenlragao conhecida {ug/mi) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 3: Planilha eletronica para avaliagdo da lineariddeurva analitica. Modelo referente a

curva analitica na matriz tomate panaldCH, com sete niveis de concentracdes em duplicata

A planilha eletrénica utilizada para avaliagdo gemmissas relacionadas a linearidade da
faixa de trabalho mostrou-se bastante adequadateioorde validacdo adotado no laboratério.
Os testes estatisticos empregados para avaliaestduosreferentes aos ajustes das curvas
analiticas em solvente e em matriz para os ageméxide acordo com a Tabela 2, ndo
apresentaram valores aberrantes, os residuos @far@se comportamento homocedasticos e a
regressao foi significante ndo demonstrando degaibnearidade na faixa de trabalho avaliada
para os cinco agrotoxicos alvos do estudo. Entietaas analises de rotina é possivel utilizar
curvas analiticas com apenas trés a cinco niveiscaleentracdes diferentes devido a

complexidade da andlise de residuos de agrotogioosimentos.

3.1.3 - Efeito da Resposta Cromatografica Acentuadalnduzida pela Matriz

58



De acordo com os resultados apresentados por CARDEDEI (no prelo) o efeito matriz
demonstrou ser significante para os agrotoxicodatse dos organofosforados, a fenitrotiona e o
clorpirifés, indicando a utilizacdo da curva aneditpreparada com o extrato organico branco da
polpa de tomate a fim de minimizar esse efeito. @mlpara oy-HCH, o clorotalonil e a
procimidona esse efeito nao ser significativo ada® como forma de trabalho o emprego da
curva preparada na matriz para os cinco agroto@blas do estudo.

3.1.4 - Limites de deteccao e de Quantificacdo dwstrumento e do método

Os valores dos limites de deteccdo e dos limitesqantificacdo calculados séo
apresentados na Tabela 3. Os limites de detecchimites de quantificacdo referentes ao
instrumento em solvente e na matriz sdo inferimes do método, entretanto os valores
calculados através do método de ensaio sdo os qig refletem os valores reais e foram
adotados como referéncia neste trabalho. Eles fooarfirmados através do teste realizado com
seis replicatas da amostra fortificadas com asodisas concentracoes, além de serem inferiores
ao LMR estabelecido para o clorotalonil, clorpisifé procimidona em tomate, demonstrando a

adequacédo do método a sua finalidade.

Tabela 3 Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) idstrumento e do método,

calculados para o agrotéxico em solvente, na m@&tnate e através do método de ensaio.

Agrotoxico Instrumento®  Instrumento® com Método®
com solvente matriz
DI LOI LDI LOI DM LOM
(mg/L) (mg/L) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
yHCH 0,002 0,007 0,004 0,012 0,006 0,020
Clorotalonil 0,003 0,010 0,005 0,017 0,008 0,030
Fenitrotiona 0,006 0,020 0,006 0,020 0,010 0,030
Clorpirifos 0,003 0,010 0,003 0,010 0,005 0,020
Procimidona 0,003 0,010 0,004 0,015 0,009 0,030

@ Dados foram obtidos através da média de seis dewrées @ = 6), realizadas em
paralelo paray-HCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifés e peonidona nas concentracoes de
0,0117 mg/kg, 0,0148 mg/kg, 0,0215 mg/kg, 0,0123kme 0,0184 mg/kg respectivamente,
analisadas por CG/DCE.
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3.1.5 - Exatidao e Precisao

Segundo o documento do SANCO (2006) a possibiliddelese calcular a taxa de
recuperacao com apenas um uUnico nivel de calibpad® ser empregada em situacdes quando a
concentracdo investigada for muito baixa, fornecergsultados mais exatos do que quando
utilizados véarios niveis de calibracdo (SANCO, 20@esse modo as taxas de recuperacao
encontradas para 0s niveis mais baixos seguiramiegEacao para 0s cinco agrotoxicos em
guestdo. Para os niveis intermediario e alto atikige a padronizacdo externa com a curva
analitica construida com os sete niveis de coragés diferentes.

Na Tabela 4 sédo apresentados a recuperacao eio pgadvao relativo para dois niveis de
concentracdes de cada agrotoxico estudado atravégathmento estatistico da curva de
calibracdo e do primeiro nivel calculado ponto atpoPara todos os agrotoxicos estudados as
recuperacdes, calculadas através da curva na pfatam na faixa de 70 a 110% para amostras
de polpa de tomate e estdo de acordo com o recaaiernEEloCodex Alimentariug2000) e
SANCO (2006), ou seja, na faixa de concentracdq0% éhg/kg e< 1 mg/kg o intervalo de
recuperacao aceitavel em % é entre 70 — 110. Rarecaperacdes calculadas através da curva
em solvente podemos observar que para os agrosogloootalonil, fenitrotiona e clorpirifés
obtiveram-se valores acima dos 110 %, recomendpdliss documentos oficiais (CODEX
ALIMENTARIUS, 2000; SANCO, 2006). Esses valores @odestar sendo influenciados pelo
efeito da matriz, sabidamente conhecido no cas@agaioxicos da classe dos organofosforados
(fenitrotiona e clorpirifés). Para a procimidon@a gHCH as diferencas na recuperacao obtidas
através das duas curvas analiticas ndo sédo camgdesignificativas.

Os desvios padréo relativos calculados também est&wordo com o estabelecido pelo
Codex Alimentariug2000), até 20% na faixa de concentracdo > 0,0kgrg 0,1 mg/kg e até
15% na faixa de concentracdo > 0,1 mg/kglemg/kg.

60



Tabela 4: Parametrosestatisticos de recuperacdo e coeficiente de @ari@alculados para

tomate, para = 6.

Concentracdo Recuperacéo (%) Recuperacao (%) CV (%)

Agrotoxico de Fortificacdo em solvente em matriz em matriz
(mg/kg)
y-HCH 0,020 101 77
0,100 102 86
0,200 82 75 15
Clorotalonil 0,030 91 83 5
0,100 114 99 4
1,040 98 97 6
Fenitrotiona 0,030 93 103 4
0,100 115 81 3
0,300 113 103 5
Clorpirifés 0,020 101 72 6
0,100 116 72 4
0,500 106 92 6
Procimidona 0,025 81 76 4
0,100 105 103 2
2,500 104 110 2

De modo a comprovar a exatiddo do método de eestudado, houve a oportunidade de
participacdo em dois ensaios de proficiéncia (EBygnientes do NMI-Austrélia, no ano de
2006 e do FAPAS - Reino Unido, no ano de 2007. Arimeecebida foi a polpa de tomate que
continha, entre outros, o agrotéxico procimidona.r€sultados encontrados nos dois EP, através
do método de ensaio descrito neste trabalho, oluev® avaliacdo de desempenho o valor do

indice Z< 2, ou seja, satisfatorio de acordo com a ISO @8i& (1999) para este agrotoxico.
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4 - CONCLUSOES

O modelo proposto para verificacdo da adequacdoélodo de ensaio, demonstrando a
gualidade e confiabilidade dos dados analiticogyiseparametros indicados na literatura para
realizacao da validacéo e foi selecionado paralatess necessidades do trabalho realizado.

A utilizac&o da planilha eletrénica para avaliadagparametro linearidade proporcionou
rapida interpretacdo dos dados obtidos para a fameditica estudada demonstrando ser uma
ferramenta aplicavel as expectativas do laboratorio

Os resultados apresentados neste trabalho denranstra habilidade do método
estudado e sdo satisfatérios para as necessidadestida do laboratorio, ja que € um
procedimento multi-residuos, simples, de baixo cysir ndo precisar da etapa de limpeza
(“clean-up”) e eficiente.

A oportunidade de participagdo em dois ensaios médicigncia em matriz tomate
contendo o agrotoxico procimidona pode ainda, congra exatiddo do método objeto de

estudo.
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3.2 — MANUSCRITO 2 — Efeito da resposta cromatogréafica acentuada e induzida pela

matriz: Estudo em caso de tomates.

Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso; Armi W. Nébrega
e Shirley Abrantes, publicado na: Revista Analytica , v. 34, p. 48-55, 2008.
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REsSuMO

A validacdo de método é um processo para demonstrar se o método de ensaio € capaz
de produzir resultados confiaveis para a finalidade a que se destina. Para alcancar este
objetivo € necessaria a verificagdo de alguns parametros de desempenho como, por
exemplo, a seletividade. O efeito da resposta cromatografica acentuada e induzida pela
matriz ou efeito da matriz € um fator avaliado de grande magnitude neste parametro ja
gue pode afetar acentuadamente as concentracdes da amostra. Este trabalho tem o
objetivo de demonstrar a avaliacdo deste efeito em matriz tomate para cinco

agrotoxicos, y- HCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifés e procimidona.

Palavras-chave: agrotéxicos, tomate, cromatografia em fase gasosa, efeito matriz.
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MATRIX-INDUCED CHROMATOGRAPHIC RESPONSE ENHANCEMENT:
STUDY IN TOMATOES

Summary

The validation is a process to demonstrate that the method is able to produce reliable
results. To reach this objective is necessary to verify some parameters as: selectivity.
The matrix-induced chromatographic response enhancement or matrix effect is a factor
of selectivity and the magnitude of this effect may affect the sample concentrations. It
was presented in this work how the matrix effect takes action over five pesticides

residues y-HCH, chlorotalonil, fenitrothion, chlorpyrifos and procymidone in tomatoes.

Key words : pesticides, tomato, gas chromatography, matrix effects.
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INTRODUCAO

Uma das competéncias de um laboratério para produzir dados confiaveis é
demonstrada pela validacdo do método de ensaio (INMETRO, 2007). Desse modo, a
extensdo do termo “validacdo de um meétodo” é bastante ampla e apresentada com
diversas definicbes na literatura, além de quais parametros de desempenho devem ser
avaliados (Green, 1996; NATA, 1997; EURACHEM, 1998; Huber, 1998; Wood, 1999;
Fajgelj & Ambrus, 2000; Thompson et al., 2002; INMETRO, 2007).

Um dos parametros de desempenho que deve ser avaliado cuidadosamente se
refere ao efeito da matriz ou efeito da resposta cromatografica acentuada induzida pela
matriz. Este fendmeno sugere que componentes da matriz presentes na amostra
podem bloquear os sitios ativos no injetor e desse modo prevenir possivel degradacao
e adsorcdo de analitos nessa camara de vaporizagdo. O efeito da matriz pode gerar
sérios problemas analiticos, devido a possivel super estimacdo da concentracdo dos
analitos (Zrostlikova et al, 2001).

O objetivo deste trabalho é apresentar o estudo do efeito da resposta
cromatografica acentuada induzida pela matriz (efeito matriz) tomate para cinco
agrotoxicos, pHCH (organoclorado), clorotalonil (isoftalonitrila), procimidona
(dicarboximida), fenitrotiona e clorpirifds (organofosforado) utilizando a cromatografia
gasosa de alta resolucdo acoplada a detector por captura de elétrons (CGAR-DCE).
Este parametro de desempenho foi um dos requisitos avaliados no procedimento de
validacdo adotado no estudo para preparacao e certificacdo de um material de
referéncia a ser usado no controle de agrotoxicos em hortifrutigranjeiros (Cardoso et al.,
2005). O protocolo de validagédo seguido ndo sera discutido neste trabalho, devido sua

extensao e sera apresentado detalhadamente em outro trabalho.

MATERIAL E METODOS

Amostras

As amostras de tomate, da variedade ‘Styllus’, provenientes da regido serrana do

estado do Rio de Janeiro, foram adquiridas de uma producédo organica certificada com o
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selo de qualidade ABIO — Associacao de Agricultores Biolégicos do Estado do Rio de
Janeiro (ABIO, 2006).

Os tomates foram cortados e processados em blender (liquidificador com copo de
aco inox) de acordo com indicacdo do Codex Alimentarius (2000). Em seguida, a polpa

foi mantida em recipientes de vidro até o momento da analise.

Padrbes e Reagentes

Foram utilizados padrdes de agrotdxicos, com certificado de analise e grau de
pureza superior a 95% (Dr. Ehrenstorfer — Augsburg, Alemanha). Solventes de alta
pureza e grau residuos de pesticidas (Merck e Tedia).

Solucdes estoque foram preparadas individualmente na concentracdo nominal de
100 pg/mL e solucdes intermediarias de trabalho contendo a mistura com os 5
agrotoéxicos estudados nas faixas de 0,003 a 0,4 pg/mL foram preparadas em isooctano
a partir das solucdes estoque preparadas previamente. Estas concentracdes das
solugbes de trabalho foram utilizadas para construgcdo das curvas analiticas em
solvente e na matriz (extrato branco da polpa de tomate em isooctano). Para
preparacdo da curva na matriz, 1 mL do extrato organico do branco da polpa de tomate
foi evaporado sob atmosfera de N, e apds secura dissolvido em 1 mL da mistura de
agrotoxico em solvente com concentragdo correspondente ao ponto da curva analitica.

Esse procedimento foi realizado para cada ponto da curva em questéo.

Condi¢cbes Cromatograficas

Cromatografo a gas HP 6890 (Agilent), equipado com detector por captura de
elétrons (Ni®®), sistema de injecdo automatico e estacdo de trabalho - ChemStation.
Temperatura do injetor e detector de 210°C e 300°C, respectivamente. Coluna 5 % fenil
metil siloxano - HP 5MS de 30m de comprimento; 0,25 mm de didametro interno e
0,25um de espessura de filme. Programacao de temperatura do forno de 80°C (0 min)
@30°Cimin 1800C (8 min) @¥°“™" 200°C (5 min) @¥°™M" 280°C (5 min). Fluxo de gas
carreador (Helio) = 1,2 mL/min, fluxo da purga do septo = 2,8 mL/min, fluxo total = 64,1
mL/min, fluxo do gas “make-up” (Nitrogénio) = 60 mL/min, modo de injecdo “splitless” =

0,75 min, volume injetado = 1,0 pL.
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Procedimento analitico multi-residuos

A extracdo dos agrotoxicos da polpa de tomate seguiu 0 método multi-residuos
apresentado no fluxograma da Figura 1 (Lee et al. 1991; General Inspectorate For
Health Protection, 1996; United States Department of Agriculture — USDA, 2004).

Método Multi-Residuos para andlise de residuos de a  grotdxicos em polpa de tomate

15g de polpa de tomate (adigdo de 1mL do “surrogate” clorpirifés metil)
Adicionar 30 mL de acetona, agitar por 30 s (ultra turraz)
v
Adicionar 60 mL de diclorometano:éter de petréleo (1:1, v:v), agitar por 30 s (ultra turraz) e centrifugar
Filtrar fase organica sob Na,SO, anidro
Volume final recolhido ~ 80mL
Substancias analisadas por CG/DCE — 1000 pL
v

Evaporar e dissolver em 1mL de isooctano

1pL no CG-DCE

Figura 1: Fluxograma do método multiresiduos adotado no estudo.

Efeito da resposta cromatogréafica acentuada e induz  ida pela matriz

O 'efeito da resposta cromatogréfica acentuada e induzida pela matriz' ou 'efeito
matriz' observado pode causar um aumento ou diminuicdo da resposta do detector de
um analito presente no extrato da amostra comparado ao mesmo analito em solvente
organico (Hajslova et al., 1998; EURACHEM, 1998; Bruce et al., 1998; Zrostlikova et al,
2001, Thompson et al., 2002; SANCO, 2006; INMETRO, 2007).

Zrostlikova et al (2001) realizaram a avaliagdo do efeito matriz por comparacéo da
resposta do detector (dreas medidas) das solucbes padrdo dos agrotoxicos em
solvente (isooctano) com aquelas preparadas com o extrato branco da polpa de tomate

em isooctano, em todos niveis de concentracdo estudados. Quando a média das
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respostas das solugdes preparada na matriz for = ou < 20% das médias das respostas
das solugcbes preparadas em solvente, este efeito pode ser considerado significante
nos resultados analiticos quantitativos da amostra.

Thompson et al. (2002) indicam a necessidade de avaliar se 0s coeficientes
angulares das curvas analiticas obtidas para o0 solvente e para matriz séo
significativamente diferentes através do teste t (Student). Para esse caso indica-se
avaliar primeiramente se as variancias residuais das duas curvas séao
significativamente diferentes, através do teste F para em seguida aplicar o teste t mais
apropriado (Snedecor & Cochran, 1989; Bruce et al., 1998; INMETRO, 2007). A
estatistica utilizada para avaliar esse efeito através da comparacdo dos coeficientes
angulares das duas curvas analiticas € apresentada na Tabela 1. Se o valor de F
calculado for menor que o valor de F tabelado (Equacao 1), pode se considerar que
ndo ha diferenca significativa entre as variancias residuais e que as mesmas sao
iguais. Neste caso a matriz ndo tem efeito sobre a precisdo do método na faixa de
estudo avaliada. O teste t (Equacdo 2) seré aplicado apos calculo do desvio padréo
agrupado (Equacéao 3). O valor de t calculado menor que o valor de t tabelado indica
gue a matriz ndo afeta o ensaio. Entretanto, se o valor de F calculado for maior que o
valor de F tabelado (Equacdo 1) as variancias ndo serao consideradas iguais
demonstrando que a matriz tem efeito sobre a precisdo do método e uma abordagem
diferente é considerada. O valor de t calculado segue a Equacado 4, utilizando os
valores das estimativas dos erros padrdo dos coeficientes angulares obtidos atraves
das Equacdes 5 e 6. Se o valor de t calculado for maior que o valor de t’ (Equacéo 7), a
diferenca é significativa demonstrando que o efeito matriz afeta o ensaio.

Com a finalidade de se avaliar corretamente a significancia entre as curvas, optou-

se por realizar as duas indica¢des citadas acima.
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Tabela 1: estatistica para avaliacdo do efeito da resposta cromatografica acentuada e induzida pela

matriz

Avaliacédo Estatistica

*teste F, F =——— (Equagéo 1)

Onde Sresﬂ2 = estimativa do desvio padré&o residual da curva 1;
Variancia residual
Sres, 2 - estimativa do desvio padré&o residual da curva 2.
Fea < Fap N80 ha diferenca significativa, variancias semelhantes
Fea > Fuap ha diferenca significativa, variancias diferentes

by, =by, |

Se Fea < Fap = teq = ; (Equacéo 2)

Do

Onde bl1 = coeficiente angular da curva 1 (curva em solvente);

bl2 = coeficiente angular da curva 1 (curva na matriz);
X1 = areas da curva em solvente e X, = areas da curva na matriz;

X1 = média dos valores de x; e X, = média dos valores de X,

Sresd = estimativa do desvio padrao residual agregado das duas curvas.

n-2)s_ 2+(n,-2)s..2
es, — ( - ) r§%+n(_24 )Sfesz (Equagéo 3)
1 2

Onde Sg = estimativa do desvio padréo residual da curva 1;
Comparacéo
dos coeficientes angulares S,,esz = estimativa do desvio padré&o residual da curva 2;

n; = nimero de medidas da curva 1 e n, = nimero de medidas da curva 2.

** Se tea > tap 0 €feito matriz significativo

73



_ |b11 _b12|

Se Fea > Fap = tca| = > >

S011 + S'012

(Equacéo 4)

Onde bll = coeficiente angular da curva 1 e b-l-lz = coeficiente angular da curva 2;
1

S, = estimativa do erro padréo do coeficiente angular da curva 1;
1

estimativa do erro padréo do coeficiente angular da curva 2.

o) )
Z(X1‘X_1) Z(Xz‘x_zj

Onde Sbl e Sb1 séo as estimativas dos erros padréo dos coeficientes angulares das curvas 1 e
1 2

i,

(Equacéo

S,

(Equacgéo 5) e Sb12

6)

2, respectivamente.

Se t.4 > t' 0 efeito matriz significativo
2 2
t +t
_Se, " *0S,
2 2
+
Sb11 Sb12

Onde ***t; = valor teérico de t para curva 1 e *** t, = valor tedrico de t para curva 2.

t' (Equagéo 7)

* teste F, bilateral, para 95% de confianga (P=0,05) e (n;-1) e (n,-1) graus de liberdade para o numerador
e o denominador.

** teste t, bilateral, para 95% de confianga (P=0,05) e (ny + n, - 4).

***teste t, bilateral, para 95% de confianca (P=0,05) e (n; — 2) e (n, — 2) graus de liberdade para o

numerador e o denominador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra de tomate organico apresentou-se adequada para avaliacdo do efeito

matriz, ja que ndo continha os cinco agrotoxicos estudados.

Efeito da resposta cromatografica acentuada e induz  ida pela matriz

Na Tabela 2 séo apresentados os efeitos na matriz observado, de acordo com a
indicacdo de Thompson et al. (2002) na comparagao dos coeficientes angulares das
duas curvas analiticas e Zrostlikova et al (2001) na variagdo de 20% entre as areas

medidas das mesmas curvas.
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Tabela 2: Resultado do efeito da resposta cromatogréfica acentuada e induzida pela

matriz.
Agrotoxicos Variagéo =20% da resposta *estatistica Concluséo obtidas pelas duas
(areas medidas) avaliacdes

yHCH Curva solvente Ocurva matriz Teste F; Fea < Frap  efeito da matriz ndo é significativo.
Teste t; tcal < ttab

Clorotalonil Curva solvente Ocurva matriz Teste F; Fea < Frap  efeito da matriz ndo é significativo.
Teste t; tcal < tian

Fenitrotiona Curva solvente < curva matriz Teste F; Fca > Fap  efeito da matriz significativo.
Teste t; tea > '

Clorpirifos Curva solvente < curva matriz Teste F; Fca > Frap  efeito da matriz significativo.
Teste t; tca > 1’

Procimidona Curva solvente Ocurva matriz Teste F; Fea < Frap  efeito da matriz néo é significativo.

Teste t; tear < tiap

O efeito da matriz, avaliado por ambos modelos propostos, foi observado apenas

para a fenitrotiona e para o clorpirifés, fato este previamente conhecido ja que este

efeito € mais acentuado em agrotoxicos da classe dos organofosforados. Entretanto,

vale salientar que a curva analitica elaborada na matriz tem a vantagem de incorporar

uma correcao de recuperacao nos resultados obtidos e assim demonstrar um valor mais

préximo do real. As curvas analiticas em solvente e na matriz para 0s cinco agrotoxicos

sao apresentadas graficamente na Figura 2. Para o y-HCH, clorotalonil e procimidona,

ndo ha diferenca significativa e as curvas praticamente se sobrepdem. O mesmo nao

acontece para o clorpirifés e a fenitrotiona que apresentam uma variagdo maior, com o

efeito da matriz significativo.
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Efeito da resposta cromatogréfica inch!z’ida pelamat  riz tomate parao Heito da resposta cromatografica induzida pelamat  riz tomate
Clorpirifés 14000000 para 0 gama-HCH
5000000 5
- y =30453162,6667x - 251452,4788
4500000 y= 10340903,224652x+ 59079,28130 12000000 4 R? =09978
R“=0,99888 curva emsolvente
4000000
curva em solvente 10000000
3500000
3000000 8000000 4
g 2500000 g 6000000 -
=4 @
@
2000000 4000000 4 y =29333864,5952x - 153440,7082
1500000 R = 0,0987
1000000 y= 10792912,227328x +147778,21928 2000000 | ]
500000 RPSEREEE
curva na matriz 0 T T T T T T T T
0 . . ; ; ; " " " ! 005 010 015 020 025 030 035 040 045
0,0000 00500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500 0,3000 0,3500 0,4000 0,4500 -2000000 -
concentragdo - ug/mL concentragéo - ug/mL
Efeito da resposta cromatogréfica induzida pela mat  riz tomate para a Efeito da resposta cromatografica induzida pela mat iz tomate para a
Procimidona Fenitrotiona
3500000 4500000
y =5952775,9507x + 106782,7974 4000000 y =8366007,0778 + 550575484
3000000 { R =0,9922 o000 R= 0,999
l Curva emsolvente Curva emsolvente
2500000 3000000
2000000 2500000
g ©
1500000 | £ 2000000
1500000
=8821556,4822x + 99967,9265
1000000 - y g d
) y= 564900E;§)74(J12 g9é16389,2248 1000000 R = 0,0966
500000 s Curva na matriz
Curva na matriz 500000
0 T T T T T 0 T T T T T T T T T
0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000 0,6000 0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500 0,3000 0,3500 0,4000 0,4500 0,5000
. concentracéo - ug/mL
concentracdo - ug/mL

Efeito da resposta cromatogréafica induzida pela mat  riz tomate para o
Clorotalonil
14000000
12000000 | y =27585538,9752x - 119526,4281
R?=0,9990
10000000 Curva emsolvente
8000000 -
§ 6000000
@
4000000 y =27428493,3168x - 49651,4070
2000000 - R¢=0,9995
Curva na matriz
0 T T T T T T T T
200000[()),0[)00 0,0500 0,1000 10,1500 0,2000 0,2500 0,3000 0,3500 0,4000 0,4500
concentragéo - ug/mL

Figura 2 : Representacado grafica das curvas analiticas em solvente e na matriz para o

clorpirifos, y-HCH, procimidona, fenitrotiona e clorotalonil.

CONCLUSOES

As estatisticas empregadas para verificacdo do efeito da matriz, demonstraram que
este efeito foi significativo apenas para os agrotoxicos da classe dos organofosforados,
o clorpirifés e a fenitrotiona. Nesse caso a utilizagdo da curva analitica construida no
extrato organico da polpa de tomate torna-se de grande valia para minimizar erros
decorrentes de interferentes desta matriz sobre os resultados obtidos. Entretanto, para
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0os demais agrotéxicos estudados este mesmo efeito ndo foi significativo. O analista
neste caso deve considerar a realizacdo deste ensaio com 0 emprego de curvas
analiticas de naturezas distintas ou assumir o efeito da matriz para todos as

substancias avaliadas.
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3.3 — MANUSCRITO 3 - Aplicacdo da radiacdo gama na preservacdo de material de

referéncia a ser usado na analise de residuos de agrotoxicos.

Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso et al., aprovado
para publicacdo no periddico “Revista Analytica ”, a ser publicado no ano de 2008. No

prelo.
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REsSuUMO

Materiais de referéncia adequados sdo essenciais para o sucesso de uma analise de
residuos de agrotoxicos em alimentos. No entanto, sua aquisi¢do € dificultada, tanto
pela disponibilidade de provedores, como pelo tempo necesséario ao transporte, sendo
gue as dificuldades se agravam quando distancias continentais ou intercontinentais
estdo envolvidas. Normalmente, amostras referéncias sdo congeladas e enviadas aos
laboratérios em caixas termicamente vedadas contendo gelo seco. Nessas condicdes,
podem ser preservadas por até 72 horas sem sofrer qualquer decomposi¢cdo. Por
razdes de seguranca, torna-se mais dificil despachar esse tipo de amostras para outros
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paises sem evitar qualquer tipo de degradacdo antes que alcancem seu destino final.
Neste trabalho, sdo apresentados os resultados preliminares do emprego da radiacéo
gama para prevengdo da decomposicdo microbiologica das amostras de puré de
tomate contendo cinco agrotoxicos: y-HCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifés e
procimidona. Os tomates orgéanicos utilizados foram lavados antes da remocao da pele
e sementes e entdo processados. Depois de adequado processo de homogeneizacao,
foram pesados e transferidos para frascos de vidro. Os frascos foram estocados em
congelador até o momento da aplicacdo da radiacdo gama. As doses absorvidas foram
0,3; 0,5; 0,6; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 e 10,0 kGy. Os resultados encontrados indicam a
possibilidade do uso da dose de 2.0 kGy para a polpa de tomate contendo os cinco
agrotoxicos mencionados. Perdas significativas de clorotalonil e fenitrotiona foram
verificadas para a dose de 3,0 kGy ou superiores. Este trabalho esta sendo empregado
para a producdo de materiais de referéncia que serdo enviados a laboratorios

brasileiros, bem como a outros paises na América do Sul e Central.

Palavras-chave: material de referéncia, residuos, agrotoxicos, irradiacdo gama, tomate.
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THE APPLICATION OF GAMMA RADIATION IN THE PRESERVATION
OF REFERENCE MATERIALS FOR PESTICIDE RESIDUES ANALYSIS

Summary

Appropriate reference materials are essential for an adequate analysis of pesticide
residues in foods. However the preparation of standards must ensure that they will
withstand the long transportation times — e. g. tomato puree spiked with pesticides, from
the manufacturer’s site to the laboratories where they will be used. When continental or
intercontinental distances are involved an even more challenging situation ensues.
Usually the samples are frozen and sent to other laboratories in thermally isolated boxes
containing dry ice. Under such conditions, the reference samples can be preserved for
no more than 72 hours without decomposing. For safety reasons, it is becoming
increasingly difficult to transport such materials to different countries before their
decomposition starts. This work summarizes the preliminary results of efforts aimed at
using the process of gamma irradiation to prevent the microbiological decomposition of
tomato puree samples spiked with five pesticides: gamma-HCH, chlorothalonil,
fenitrothion, chlorpyrifos and procymidone. Only organically grown tomatoes were used
in this study. They were washed before removing seeds and skins and then processed.
After undergoing adequate homogeneity processes, they were weighted and transferred
to five hundred glass bottles. The bottles were then stored in a freezer until they were
gamma irradiated with doses of 0.3, 0.5, 0.6, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0 and 10.0 kGy. Severe
degradation of Chlorothalonil and fenitrothion irradiated with 3.0 kGy was found. In
contrast, the results indicated that the dose of 2.0 kGy is appropriate for the
conservation of tomato pulp spiked with the five aforementioned pesticides. The findings
support the use of irradiation as an efficient tool to help in the production of reference

samples that must withstand long transportation times.

Key words : reference material, pesticides, residues, gamma-irradiation, tomato
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INTRODUCAO

A presenca de residuos de agrotoxicos em alimentos € uma preocupacao
existente ha muitas décadas ndo somente no Brasil, mas em todo o mundo,
principalmente no que se refere a garantir a qualidade de vida do ser humano. O
homem se encontra no topo da cadeia alimentar e desse modo ndo se pode
negligenciar a interligacédo do ciclo que envolve a mesma.

Tal preocupacéo esta diretamente relacionada com a qualidade dos produtos e
servicos oferecidos. Por sua vez, os laboratérios que realizam este tipo de analise estao
se esforcando cada vez mais para alcancar, em curto espaco de tempo, garantias de
confiabilidade de seus resultados. O objetivo ndo é apenas adquirir competitividade
nacional, mas também superar barreiras internacionais. Esta adequac¢do torna-se
indispensavel ao laboratorio que expressa resultados a niveis de concentracfes cada
vez menores.

Cada laboratério tem seu préprio procedimento para assegurar a qualidade e
confiabilidade de seus resultados analiticos. Entretanto, esses dados devem ser
rastreaveis a referéncias conhecidas para conseguir alta exatiddo com o minimo de
incerteza (1).

Os materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia certificados (MRC) sao
ferramentas indicadas para esta finalidade. O valor atribuido ao MR pode ser utilizado
na comparacdo das medicbes quimicas, no processo de validagdo de ensaios
analiticos, calibracdo de equipamentos de medicao, testes de proficiéncia e controle de
gualidade interno (1). Os MRC séo conhecidos também por serem padrdes de matrizes
reais, ou seja, preparados a partir de matérias processadas, como por exemplo, a polpa
de tomate.

O MR ou MRC requererem caracteristicas essenciais como: a homogeneidade
(do lote preparado) a representatividade e estabilidade (durante o periodo de
conservacdo. Além disso, as especificacbes do MRCs devem ser submetidas a uma
etapa de certificacao (2).

A preocupacdo em garantir a estabilidade desses materiais de referéncia
relaciona-se com esforcos visando a evitar possiveis efeitos de degradacdo apds seu

preparo. As dificuldades se intensificam quando o material € uma matriz complexa e
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guando distancias continentais ou intercontinentais estdo envolvidas em sua aquisicao,
ja que a disponibilidade de provedores deste tipo de materiais é rara.

A irradiacdo é um processo fisico de tratamento que consiste em submeter o
alimento, ja embalado ou a granel, a doses controladas de radiacdo ionizante, com
finalidade sanitaria, fitossanitaria e ou tecnoldgica (3). A eficiéncia do processo para
conservacao de varios tipos de alimentos ja foi extensivamente comprovada (4).

O objetivo deste trabalho foi investigar preliminarmente os efeitos da aplicacio
de diferentes doses de radiacdo gama para prevenir a decomposi¢cdo microbiana em
amostras de polpa de tomate contaminadas com cinco agrotoxicos: gama-HCH,
clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifés e procimidona, a serem usadas como material de
referéncia (5). O branco da polpa de tomate e as solu¢des padrdo de concentragao
conhecidas também foram avaliadas. Os resultados foram obtidos através de
cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a um detector por captura de elétrons

(CG-DCE) e a um espectrometro de massa (CG-EM).

MATERIAL E METODOS

Preparo da amostra para irradiacao

Cinco quilogramas de tomates, provenientes de agricultura orgéanica, foram
utilizados nos experimentos. ApOs sanitizacdo, eles tiveram sua pele e sementes
retirados e em seguida foram submetidos ao processamento. A polpa foi separada em
duas porcdes, com a finalidade de se obter um lote branco de polpa de tomate e outro
lote ao qual seria adicionado agrotoxicos.

O lote branco de polpa de tomate foi homogeneizado em batedeira industrial por
aproximadamente uma hora. A velocidade da hélice foi ajustada de modo a
proporcionar agitacdo sem formacéo excessiva do esparramento do liquido. Apés esse
periodo, as amostras foram transferidas para frasco de vidro (capacidade de 30 mL)
devidamente identificados, lacrados e estocados em congelador (faixa de temperatura
entre — 10 a — 25 °C) para posterior tratamento com irradiacdo gama.

O lote de polpa destinado a contaminacdo com agrotoxicos foi separado em duas
partes. A uma pequena porcdo de aproximadamente 500g, foram adicionados

guantitativamente os cinco agrotoxicos, em uma solugdo de concentragdo conhecida, a
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gual permaneceu em homogeneizacao por cerca de uma hora em batedeira industrial.
Em seguida, ao restante da polpa de tomate, foi adicionada a massa inicial,
permanecendo por mais trés horas a velocidade constante, a fim de proporcionar uma
melhor interacdo da amostra com 0s agrotoxicos. Durante o envaze, a amostra foi
mantida em agitacdo, de modo a evitar a falta de uniformidade da mesma. O envaze
sofreu 0 mesmo procedimento adotado para as amostras branco.

Apbés sofrerem homogeneizacdo, as amostras foram irradiadas. Um

detalhamento deste tratamento sera apresentado em outro trabalho.

Reagentes, solventes e padrbes

Foram utilizados padrdes de agrotdxicos (Dr. Ehrenstorfer) e solventes de alta
pureza, grau residuos de pesticidas (Merck e Tedia): acetona, diclorometano, éter de
petréleo, isooctano e acetato de etila.

A solucdo contendo o0s cinco agrotoxicos, estudados nas faixas de
concentracdes entre 0,1 a 0,2 mg/kg, foram preparadas em isooctano a partir das
solugbes estoque preparadas previamente. As mesmas concentracdes das solucdes

foram avaliadas em funcdo das doses de radiacdo aplicadas as amostras.

Método analitico

O meétodo de ensaio para quantificacdo dos residuos por CG-DCE seguiu
modelo, validado, apresentado por CARDOSO et al (6, 7, 8).

Na Figura 1, é apresentado o fluxograma das anélises por CG-DCE e por CG-
EM.
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Método Multi-residuos para andlise de polpa de toma te

v

15g de amostra
30 mL de acetona
60 mL diclorometand:éter de petréleo
Filtradéo
Volume recolh!do (180 mL

1mL (&G-DCE) 25 mL (CG-I_*\A)
evaporagao evaporagéo

1 mL idooctano 1mL padrérJ interno
injeééo 1puL injecdo de 2 pL

Figura 1 : Fluxograma do método multi-residuos (7, 8).

Condic¢des cromatograficas

As condi¢des de andlises por CG-DCE estédo apresentadas em CARDOSO et al
(6).

As condi¢Bes analiticas de separacdo para o CG-EM foram: Temperatura do
injetor de 230°C. Coluna 5 % fenil metil siloxano - HP 5MS de 30m de comprimento;
0,25 mm de didametro interno e 0,25um de espessura de filme, nas temperaturas de
60°C (2,50 min) @°¢/Min 1800C (1 min) @“™M" 2150C (1 min) @™ 280°C (15 min).
Fluxo de gas carreador (Hélio) = 1,0 mL/min, fluxo da purga do septo = 60,1 mL/min,
fluxo total = 58,0 mL/min, injecéo “pulsed splitless” = 0,75 min. Temperatura da linha de

transferéncia de 280 °C. Varredura de ions na faixa de 90 a 450 mm.

Fonte de Radiacao e irradiacdo das amostras

As amostras foram submetidas a radiacdo gama em um irradiador de pesquisa
do tipo cavidade blindada; com porta blindada e fonte moveis; dimensdes aproximadas
de 3m x 2m x 1,7 m (pesando 19 toneladas); fonte de **’Cs com atividade de 46 kCi e
taxa de dose maxima de 1,8 kGy/h, localizado no Centro de Tecnologia do Exército —
CTEx/Rio de Janeiro — RJ (9).

Os frascos com as amostras foram mantidas sob refrigeragéo até o0 momento de

serem irradiadas.
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As doses de radiacdo gama de 0,3; 0,5; 0,6; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 e 10,0 kGy foram
aplicadas em esquema de duplicata para a polpa de tomate em branco, a quintuplicatas
da polpa contaminada com os agrotéxicos alvos do estudo e a duplicatas das solucdes
padréo individuais.

O erro estimado das doses € de 5% (um desvio-padréo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracdes dos agrotoxicos antes da irradiacdo sdo apresentadas na

Tabelal para a polpa de tomate.

Tabela 1: Concentragdes experimentais pré-irradiacdo das solugfes padrédo e dos agrotdxicos na polpa

de tomate
Agrotoxico Concentracao em Concentragdo na
solvente ( pg/ml) polpa de tomate ( Hg/g)
y-HCH 0,0189 0,1131
clorotalonil 0,0227 0,1364
fenitrotiona 0,0375 0,2249
clorpirifés 0,0197 0,1180
procimidona 0,0266 0,1599

Os resultados sdo expressos pela taxas de recuperacdes obtidas apds anélise
multiresiduos por CG-DCE. A andlise por CG-EM foi empregada para confirmacao e
identificacdo de possiveis produtos de degradacéo.

Para algumas substancias, os efeitos da radiagcdo gama foram mais acentuados
na polpa de tomate do que nas solu¢cfes preparadas em solvente isooctano, como por
exemplo, a fenitrotiona e o clorotalonil. Essas duas substancias apresentaram perdas
significativas a partir da dose de 3,0 kGy na polpa de tomate. Este resultado é razoavel
ja que o teor de agua da polpa de tomate € de aproximadamente 90%, o que
proporciona a formacédo e a acdo de radicais radioliticos e, conseqlentemente, maior
decomposicao das substancias adicionadas.

Como esperado, os efeitos da radiacdo gama sobre os agrotoxicos em ambos
estudos, solucdo em isooctano e polpa de tomate, se intensificam com a dose,
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dependendo mais do substrato (composicao e textura do meio) do que da substancia
(residuo) irradiada, confirmando os achados de LEPINE (10), de que os mesmos
podem néo ser significativamente degradados por irradiacdo em baixas doses. De fato,
como se pode observar nas figuras 2 e 3, no intervalo entre 2,0 kGy e até 10,0 kGy a
concentracdo de gama-HCH na solucdo em isooctano e na polpa de tomate manteve-
se quase constante. Por outro lado, na faixa de doses gama investigada, a
concentracao de outros agrotdxicos diminuiu consideravelmente.

Observa-se também que a constituicdo mais complexa da polpa de tomate e sua
textura pastosa reduziram as perdas dos agrotoxicos em relacdo ao que ocorreu nas
solugcdes de isooctano, nas quais, a acao protetora do meio, mais simples,
provavelmente foi menos intensa, além do fato de que o substrato liquido acarretou

uma maior mobilidade dos radicais livres formados pela irradiagéo.
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Figura 2: Porcentagem de recuperacdo dos residuos de agrotoxicos contidos nas solugbes de

agrotoxicos em isooctano apos irradiacéo
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Figura 3: Porcentagem de recuperacao dos residuos de agrotoxicos contidos na polpa de tomate apds
irradiagéo

Nas amostras em branco da polpa de tomate nao foram identificadas substancias
outras além daquelas constituintes do fruto, como por exemplo, o licopeno e vitamina E.

Nas amostras da polpa de tomate contaminada com 0s cinco agrotoxicos, 0s
produtos de degradacéo foram identificados atraveés da biblioteca de espectros do CG-
EM. Foram os seguintes esse produtos: isdmeros do HCH nas amostras com o y-HCH;
triclorodicianobenzeno, diclorodicianobenzeno e clorocianobenzeno nas amostras com
o clorotalonil; 3-metil-4-nitrofenol nas amostras com fenitrotiona; 3,5,6-tricloro-2-piridinol
nas amostras com clorpirifécs e uma substancia ndo identificada (fragmentograma

demonstrando a perda de uma molécula de cloro) nas amostras com procimidona.

CONCLUSOES

Os resultados preliminares apresentados neste trabalho sugerem que a radiacao
gama poderad ser empregada, até a dose de 2,0 kGy, na preparacdo de material de
referéncia utilizando a matriz polpa de tomate contendo residuos dos seguintes
agrotoxicos y-HCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifés e procimidona com a finalidade
de reduzir a degradacdo microbioldégica das amostras e garantir a estabilidade das

mesmas por periodos prolongados.
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3.4 — MANUSCRITO 4 — Preparacdo de um material de referéncia certificado para

controle de agrotoxicos em hortifrutigranjeiros: Parte 1: Estudo da homogeneidade.

Artigo cientifico de autoria de Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso et al., submetido a

apreciacao na Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
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Preparacdo de um material de referéncia certificad@ara controle de agrotéxicos em

hortifrutigranjeiros: Parte 1. Estudo da homogeneicde

Resumo

Neste trabalho sdo apresentados os esforcos pamatiga homogeneidade de um material de
referéncia. Residuos de quatro agrotoxigddCH, fenitrotiona, clorpirifds e procimidona foram
adicionados a polpa de tomate com o objetivo depreparar um material de referéncia
certificado. As propriedades mais importantes dessateriais sdo a homogeneidade e a
estabilidade. Antes de serem enviados a outrosdabms os materiais de referéncia precisam
ter sua homogeneidade verificada. Nos estudoswpngies, amostras foram avaliadas de modo a
prover dados sobre o tratamento mais adequadonpaiaizar a variabilidade analitica do lote
preparado e garantir a qualidade da amostra caadidanaterial de referéncia certificado tdo
bem como a estimativa da incerteza associada a deremlade. Depois da preparacdo as
amostras foram expostas a radiacdo gama na do2&Gle A analise de variancia fornece
informacdes sobre a variabilidade do lote prepamdo grau de invariabilidade da amostra
fortificada.

Palavras-chave agrotéxicos, tomate, material de referéncia, hggneidade.
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Preparation of a reference material to pesticide arol in fruits and vegetable: Part 1.

Homogeneity study

Abstract

This work discusses efforts to ensure the homogenéicertified reference materials. Residues
of four pesticides, namely-HCH, fenitrothion, chlorpyrifos and procymidonevieabeen added
to tomato pulp in order to produce reference mal®riThe two most important properties of such
materials are known to be homogeneity and stabilibus, reference materials to be shipped to
other laboratories must have their homogeneityfitt As part of a preliminary study, hundreds
of samples have been investigated in order to geodata on the most suitable treatments to
minimize analytical variability and ensure the dgtyabf samples intended for use as reference
materials as well as to yield estimates of the rtace#y associated to the homogeneity data.
After preparation, the samples were exposed to 26(Gyamma radiation. In addition, variance
analysis provided accurate information on the halkability and the degree of non-homogeneity
of blank and contaminated samples.

Key words:. pesticides, tomato, reference material, homoggnei
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1 Introducéao

Materiais de referéncia — MR e materiais de ref@eépertificados — MRC s&o as bases
para verificacdo da exatiddo de medi¢des analitisando a garantir a sua confiabilidade.

Infelizmente, ndo existem MR e MRC para todas adises quimicas realizadas em
laboratdrios, sendo que eles se encontram disgeni@enas para as técnicas analiticas
rotineiramente empregadas e para um numero muiliaziclo de matrizes. Tais materiais sao
muito caros, tendo em vista que as etapas deicacéib sdo demoradas e dispendiosas. Poucos
sao produzidos no Brasil e, em sua maioria, saduaidos por paises como os EUA, Inglaterra,
Alemanha, Australia entre outros (ALVES; MORAES02D

Na analise de agrotoxicos, existe ainda um gramcleniveniente analitico, que é o efeito
da matriz e, considerando-se que alguns métodaensoihterferéncia da mesma, torna-se
necessario utilizar um material semelhante a mdtaiamostra (ZUCCHINI, 2004). No Brasil,
ndo existe nenhum provedor de MRC para agrotoxiansque dificulta o acesso e,
conseqlentemente, aumenta o0 custo para o labora®éo disponiveis apenas MR destinados a
Ensaios de Proficiéncia (BASTOS et al, 2007). Qoaocbrre a compra de um material, existe
ainda a possibilidade de ocorrer uma falha naticgisle envio, ocasionando perda do material,
devido a deficiéncia nas condi¢des de transporte.

A producédo de um MRC requer um planejamento exmeriah detalhado, no qual deve
ser prevista uma quantidade suficiente de matpaiel a execucdo de todos estudos inerentes a
ele (ISO GUIDE 35, 2006). Basicamente, séo quatapas de trabalho para a producéo de um
MRC: preparo do material, envasamento das amostoas,verificacdo da homogeneidade do
material nos frascos, estabelecimento da estatbidque garantira ao material embalado ser
mantido integro durante estocagem por tempo pabelsicido, e a certificacdo dos valores
atribuidos as propriedades de interesse do mafemgiarado. A embalagem desse material
também tem relevancia, pois ird contribuir para terasua integridade durante todo o periodo
despendido no transporte e armazenamento. O \attificado dos materiais de referéncia deve
ser mensurado a partir de célculos estatisticoguades e informado com suas incertezas
devidamente estimadas, provenientes da caract@oizdg amostra, da homogeneidade e da
estabilidade da amostra (ISO GUIDE 35, 2006; ILRQQ8; CHUI; IAMAHITA; BISPO, 2005).

O teste da homogeneidade da amostra é um dossfagesenciais para a garantia da
manutencdo das propriedades fisico-quimicas doriala¢studado e, portanto, as dimensbes da
amostra devem ser representativas do tamanho @o.gilo experimento, o nimero de frascos
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selecionados aleatoriamente deve incluir entre 30 enidades do lote preparado (ISO GUIDE
35, 2006). O planejamento para verificar a homoigewe de um lote de material preparado para
fins de certificacdo deve indicar as variabilidadasamostra dentro do recipiente, assim como
entre os recipientes que contém os materiais gop@®m o lote, devidamente envasados (ISO
GUIDE 35, 2006; ILAC, 2008). Os dados para o testdhomogeneidade devem ser executados
em condi¢bes de estrita repetitividade (mesmo &boo, mesmo analista e todas amostras
testadas no mesmo dia, se possivel). Além dissoyanabilidade entre os frascos, deve ser
incluida a incerteza relativa a tndicdo (ISO GUIDE 35, 2006; ILAC, 2008; ELLISONa,
2001).

Este trabalho apresenta os resultados da etaparmefé homogeneizacdo de um lote de
polpa de tomate, submetida a radiagdo gama, cdodid®¥RC, a ser utilizado na analise de
residuos de agrotoxicos, incluindo a incerteza cisda a homogeneidade. A amostra foi
irradiada visando a sua conservacao, e consequemtiena garantia de sua integridade, durante
o longo periodo de armazenamento.

A polpa de tomate foram adicionadas quantidadebemidas de quatro agrotoxicos (
HCH, fenitrotiona, clorpirifds e procimidona) naxa de concentracdo entre 0,1 e 0,2 mg/kg. A
concentracdo dos agrotoxicos na matriz a ser tranafla em material de referéncia foi definida
de modo a garantir que os niveis resultantes ditanao MR pudessem ser detectados em
todos os laboratérios envolvidos na pesquisa. Beogr agrotoxicos selecionados no Brasil,
apenas o clorpirifés e a procimidona séo indicggwa a cultura de tomate nos limites maximos
de residuos permitidos (LMR) de 0,5 e 2,0 mg/kpeesvamente (ANVISA, 2008). Na Tabela
1, sdo apresentados os LMR adotados para a cultutamate no Brasil e em outros paises
(ANVISA, 2008; APVMA, 2008; PMRA, 2008; PSD/CODEX2008; MINISTERE DE
L’AGRICULTURE et DE la PECHE, 200RIKILT, 2008; DGADR, 2008; PSD, 2008).
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Tabela 1 Limites maximo de residuos permitidos para aucaltle tomate no Brasil e em outros paises.

LMR (mg/kg)

Agrotoxico Reino
Brasil Austrélia Canada Codex Franca Holanda  Portugal Unido
¥HCH NI* NI* 3,0 NI* 0,01 NI* NI* 0,01
fenitrotiona NI* NI* NI* NI* 0,01 NI* NI* 0,01
clorpirifés 0,5 0,5 0,01 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
procimidona 2,0 NI* NI* 5,0 2,0 2,0 2,0 2,0

*NI = ndo indicado

Fontes: Brasil (ANVISA, 2008); Australia (APVMA, 28); Canada (PMRA, 2008); Codex (PSD/CODEX, 2008);
Franca (MINISTERE DE L'AGRICULTURE et DE la PECHR008); Holanda (RIKILT, 2008); Portugal
(DGADR, 2008);UK/EC (PSD, 2008).

Embora a fenitrotiona e pHCH n&o sejam indicados no Brasil para a cultaréothate
observamos na Tabela 1 que seu uso € indicado &ws quaises, demonstrando que ndo ha
impedimento para a sua inclusdo no material oljetestudo.

A quantificacdo dos agrotoéxicos foi realizada pontatografia gasosa de alta resolucéo,
acoplada a um detector por captura de elétrons COBE).

2 Material e métodos

2.1 Amostra

Foram utilizados, neste trabalho, tomates orgamoogenientes da regido serrana do Rio
de Janeiro, os quais foram empregados no preparatirial de referéncia nomeado de INCQS-
MRCO1. As amostras foram lavadas e descascadaasessmentes foram retiradas, antes de
serem processadas em um liquidificador.

O volume de polpa de tomate processado foi homaggd® com o auxilio de um
agitador mecanico e, apos 30 minutos, retirou-satiplade suficiente para servir como branco
da amostra e determinacéo do valor do pH. O pkhadido na polpa processada antes e apos a
adicdo dos agrotoxicos.

A analise da polpa foi realizada por cromatografia fase gasosa, acoplada a detector
seletivo de massa (CG/DSM), para confirmacdo déraies de residuos de agrotéxicos, e por

cromatografia em fase gasosa de alta resolucaplaalzo a detector por captura de elétrons
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(CGAR/DCE), para quantificacdo dos agrotoxicos dedios utilizando-se o método dos
multiresiduos.
Para realizacdo dos estudos pilotos utilizarampsexanadamente 45 kg da polpa de

tomate.

Estudo Piloto |

Uma pequena quantidade de polpa de tomate obtidatiada do volume inicialmente
preparado e mantida a velocidade minima em liguatibr, por 1 hora, apds a adicdo da solucao
de fortificacdo, preparada em solvente isooctanafendo os analitos em questdo. O volume
restante foi mantido em congelador sob temperaamte -10 a -25C. Logo apés essa etapa de
homogeneizacdo, esse volume de polpa contaminadadifcionado a massa restante, para
homogeneizacdo em batedeira industrial (capacigade20 litros) por mais trés horas, a fim de
proporcionar umanelhor interacdo da polpa de tomate com os padiéeagrotoxicos. Em
seguida, o material foi envasado em ampolas d® wdrquivocamente identificadas, as quais
foram armazenadas em congelador apés serem sefadapacidade de cada ampola é de 30
mL, o que corresponde a massa de 14 a 20g/ampol@ante a transferéncia do volume
necessario para as ampolas de vidro, a agitacBatdlada de amostra ndo foi interrompida e a
velocidade da hélice da batedeira foi ajustada ddoma proporcionar agitacdo sem provocar

respingos do liquido.

Estudo Piloto Il

Numa segunda avaliagdo, passou-se 0 restante da gel tomate, j& processada no
estudo piloto I, através de uma peneira com alzedemmalha de 0,84 mm, a fim de proporcionar
uma reducéo adicional do particulado da amostraMi&RIAW; MILLAR, 2001). Além disso,
foram adicionadas solucdes de fortificacdo indigidwde cada agrotoxico, obtidas em solvente
acetona, em substituicAo a uma unica solucdo. Amidecondicbes de preparo ndo foram

alteradas.

Preparo do material INCQS-MRCO01
Quinze kg de tomate de mesma procedéncia foraimadtds para o preparo da matriz
candidata a tornar-se material de referéncia, cord@s modificag6es do estudo piloto Il.
Quatro solucbes padrdo, em acetona, foram utilzguaa fortificacdo da polpa de
tomate, HCH (56,52 pug/mL; 99,5%), fenitrotiona (44,26 ng§/n97,7%), procimidona (42,73
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png/mL; 98%), fornecidas pelo Dr. Ehrenstorfer (Atarha) e clorpirifos (51,58 pg/mL; 99,2%),
produzidas por Riedel-de-Haén (Alemanha), todasuimdo certificados de andlise. Essas
concentracdes correspondem a faixa de 0,1 a 0)j@ymg/amostra.

Os solventes utilizados foram do tipo grau pestiqiTedia, EUA) e todas as pesagens
foram supervisionadas por um segundo analista.l&ba analitica utilizada estava calibrada e
apresentava-se em conformidade com as normas tieagiea(ISO/IEC 17025, 2005).

Apéds a adicao das solucdes padréo, a polpa foogeneizada e seu pH foi medido. Em
seguida, ela foi transferida para ampolas de vidsoguais foram armazenadas em congelador
sob temperaturas entre -10 a *Z5até o tratamento por irradiagdo gama visandmaervacao
da amostra. O montante de ampolas contendo polptordate totalizou 220. O mesmo
procedimento foi realizado para o preparo do bratecamostra, o qual resultou no quantitativo
de 100 ampolas.

As ampolas fortificadas e brancas foram irradiastas dose de 2 kGyo irradiador de
pesquisa com fonte de césio-137 (com atividadel alea46 kCi) localizado no Centro
Tecnoldgico do Exeército (VITAL et al, 2000; CARDOS#Dal; no prelo). A taxa de dose foi 1,7
kGy/h.

2.2 Teste de Homogeneidade

Para avaliacdo da homogeneidade do lote prepat@dampolas, foram aleatoriamente
selecionadas, usando-se uma funcdo do Excel®, dotésicio do envasamento, de modo a
facilitar a identificacdo dos frascos destinadostesie. Os agrotoxicos foram extraidos da
amostra de acordo com o método multiresiduos ptoms$oram analisadas por CGAR-DCE.
Cada ampola lacrada originou duas aliquotas redeftado mesmo extrato da amostra,
denominadas de A e B. O teste de homogeneidadedhzado segundo recomendagéo da ISO
GUIDE 35 (VAN DER VEEN; LISINGER; PAUWLES, 2001; €5 GUIDE, 2006). Os dados
obtidos foram avaliados estatisticamente, utilizaadinalise de variancias (ANOVA) com fator
unico (ISO GUIDE 35, 2006), a qual informou se aiagio na composicdo das amostras

distribuidas nos recipientes foi suficientementgue®a para o objetivo proposto.

2.3 Incerteza Inerente a Homogeneidade

A parcela da incerteza inerente a homogeneidad@odeneidade d0 material que compde o
lote preparado foi obtida a partir dos mesmos dgdoados pela ANOVA com fator tnico (VAN
DER VEEN; LISINGER; PAUWLES, 2001; ISO GUIDE 35,).
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2.4 Método Multiresiduos

Para quantificacdo dos quatro analitos na polp&od®te empregou-se procedimento
validado previamente (CARDOSO et al., submetidasiinidamente, 15 g da amostra s&o
extraidas com 30 mL de acetona e, em seguida, GomL6de uma mistura diclorometano:éter
de petroleo (1:1, v:v). O recipiente € levado arifeigacao e a fase organica filtrada sob sulfato
de sodio. Desse volume coletado, 1 mL é evaporadisselvido em 1 mL de isooctano para
andlise por CGAR/DCE. Para andlise por CG/DSM,nforatirados 25 mL do mesmo extrato

filtrado, evaporado em banho de aquecimento at@@omo 70°C, dissolvido em 1 mL de uma

mistura de padrao interno em acetato de etilaled® extrato foram injetados no cromatografo.

2.5Instrumentacgéo e Condi¢cdes Cromatograficas Otimiaad

Nos experimentos, foram utilizados os seguintegpaquentos com respectivos ajustes e
procedimentos:

Cromatografo a gas HP 6890 (Agilent), devidamentdificado, equipado com detector
por captura de elétrons. Temperatura do injetoeteator de 210°C e 300°C, respectivamente.
Coluna HP 5MS (30m x 0,25 mm x Oj#8). Programacédo de temperatura do forno de 80°C (0
min) @3°¢MN1800C (8 minf2%“'™"200°C (5 min®*"“™"280°C (5 min). Fluxo de gas carreador
(Helio) = 1,2 mL/min, injecao “splitless” = 0,75 mivolume injetado = 1,AL.

Cromatografo a gas acoplado a detector seletivomdssas (Agilent 6890/5973).
Temperatura do injetor de 230°C. Coluna HP 5MS (@25 mm x 0,2fBm), nas temperaturas
de 60°C (2,50 min$°“M"180°C (1 minf®¥“'M"2150C (1 minf2*"“™M"2800C (15 min). Fluxo
de gas carreador (Hélio) = 1,0 mL/min, injecdo &edl splitless” = 0,75 min. Temperatura da

linha de transferéncia de 280 °C. Varredura denarfaixa de 90 a 450 mm.

2.6 Avaliacao do pH
Medidor de pH (Mettler Toledo) modelo MP 220.

3 Resultados e discussao

Os lotes utilizados nos estudos pilotos | e Il pgram investigar o processo de producéo
e identificar problemas inerentes a ele, bem cowahiaa previamente sua estabilidade durante
condicdes de tempo e de temperatura pré-deterngn@dotratamentos utilizados para garantir a
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integridade da amostra apos ter sua homogeneidadiencada foram: pasteurizacdo e irradiacao

gama, os quais serdo descritos detalhadamentetenrtrabalho (CARDOSO et al., submetido).

3.1 Preparo da amostra

Apés a retirada da casca e sementes, a massapdefijpol reduzida a aproximadamente
70 a 80% de seu volume inicial. A opcao pela remadd casca e das sementes teve como
objetivo principal buscar uniformizar as dimens@egarticulado de polpa de tomate processada
sem a possivel interferéncia de pequenos fragmemiosdos dessas partes do fruto que
poderiam vir a prejudicar o grau de homogeneidagjgerado para o lote (ARMISHAW;
MILLAR, 2001). Em seguida, o material foi testadarg verificagdo de auséncia de residuos de

agrotoxicos, a qual foi confirmada por CG/DSM.

Estudo Piloto |

Nesta etapa, testou-se, além dos agrotoxicos gseamiados, a utilizacdo de uma solucao
de fortificagcdo contendo essas quatro substarafi@sndo-se também a solubilidade do solvente
desta solucéo na polpa de tomate.

O valor do pH na polpa foi levado em considerag@ds deve ser reduzido o suficiente
para garantir o longo tempo de estocagem apos md@oanamento nos recipientes de vidro,
correspondendo a valores de 4,02 a 4,09 respediamindicando pequena alteragcdo com
adicdo da solucéo de fortificacdo. Valores maiqres4,4 ndo sdo desejados, pois propiciariam o
crescimento de organismos microbiolégicos favordoesondices para degradacdo dos analitos
(ARMISHAW; MILLAR, 2001).

Sendo o tomate um fruto que apresenta alto te@gda, conseqiientemente sua polpa é
um sistema de duas fases e um determinado graetel®deneidade é esperado. Sendo assim, foi
imprescindivel manter a agitagdo da batelada destaadurante a transferéncia do volume para
as ampolas.

A homogeneidade da fenitrotiona na polpa de tomat foi assegurada nesta etapa.
Entretanto, na avaliacdo para o clorpirifés e pargrocimidona, a homogeneidade soO foi
confirmada apés a retirada de quatro valores altesd“outliers”), provenientes de 10 amostras.
Segundo Horwitz (1995), o nimero maximo de valatesrantes que podem ser descartados em
um conjunto de medicdes € de 22%, concluindo-seoqurpirifos e a procimidona ndo se
apresentavam homogéneos. Dos quatro agrotoxicodaglsts, apenasysHCH foi considerado
homogéneo, em relacdo aos valores de concentras@mesmos, apds a retirada de um valor
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aberrante. Uma possivel indicacdo para tal ocaaénmode ter sido o preparo da solucédo de
fortificagdo em isooctano, o qual ndo apresentoeqaada solubilidade na polpa de tomate

devido ao alto teor de agua da mesma.

Estudo Piloto

O valor do pH e os resultados encontrados paraiasojagrotoxicos, apos as referidas
alteracbes, foram satisfatérios em relacdo a honwmdede da amostra, indicando que o
particulado constante da matriz ap0s utilizaca@elzeira, 0 uso da acetona como solvente de
diluicdo da solucéao de fortificacdo e o tempo dedgeneizacdo de 3 horas foram satisfatérios
para a producdo de um material de referéncia cdotggHCH, fenitrotiona, clorpirifés e
procimidona.

Este lote contendo polpa de tomate, preparado cpnodsito de avaliar a estabilidade
dos agrotoxicos apods confirmacdo da homogeneidémle,submetido a tratamento por
esterilizacdo térmica e radiacdo gapara ser estudada durante o periodo de um ano.
Quatrocentos e vinte ampolas foram avaliadas eamgdela homogeneidade, sob condi¢des pré-
estabelecidas (CARDOSO et al., submetido).

Preparo do material INCQS-MRCO01

Nao ocorreram dificuldades para o preparo deseée @tvalor do pH antes da adicdo da
solucao de fortificacéo foi de 4,01 e de 4,02 adtesnvasamento nas ampolas.

A verificacdo prévia da homogeneidade foi confirmadm os dados gerados a partir de
10 ampolas, indicando que as amostras encontragamsestado apropriado e poderiam entdo
ser expostas a radiacdo gama.

Apés a irradiacdo, a homogeneidade das amostiaes iacerteza foram avaliadas com os

resultados obtidos relativos ao lote restanteraidig de 10 amostras.

3.2 Avaliacao da homogeneidade e respectiva in@at@o lote preparado INCQS-MRCO01

Na Tabela 2, estdo dispostos os resultados gepailasavaliagdo da homogeneidade do
material MRCO1, realizada ap6s o tratamento padiacdo. As Tabelas 3, 4, 5 e 6 listam os
resultados dos estudos de homogeneidade das asngstra cada agrotoxico fortificado, tendo

como fontes de variagao, as diferencas entre astesdlinhas) e dentro das amostras (colunas).

103



Tabela 2: Concentracbes médias e desvios padrdo (DP) cabsutzal determinacdo deHCH,
fenitrotiona, clorpirifés e procimidona na polpatdenate.

Agrotéxicos (mg/kg)

Identidade y-HCH Fenitrotiona Clorpirifés Procimidona
da A B A B A B A B
amostra
1 0,1788 10,1826 0,1815 0,2066 0,1997 0,2167 0,1862072

19 0,1703 10,1834 0,1775 10,1937 0,1864 0,2038 0,1668M36
36 0,1737 0,1694 0,1758 0,2152 0,1850 0,2190 0,162852
44 0,1707 0,1635 0,2054 0,2030 0,2172 0,2095 0,206904
46 0,1680 0,1643 0,1902 0,2002 0,2007 0,2090 0,101KB67
93 0,1815 10,1830 0,1982 10,1977 0,2146 0,2073 0,104028
127 0,1645 10,1552 0,1942 0,1995 0,20432044 0,19320,1982
133 0,1725 0,1716 0,1895 0,2031 0,2048 0,2074 6,106,079
172 0,1850 10,1598 0,2117 0,2209 0,2236 0,2250 @,202133
207 0,1739 10,1881 0,2262 0,2123 0,2239 0,2270 8,20P186

Média 0,1730 0,2001 0,2094 0,1999
DP 0,0091 0,0135 0,0115 0,0092

Tabela 3 Andlise de variancia das amostras de polpa dattmerada usando-se o software
Microsoft Excell para oy-HCH.

Fonte da variacdo SQ gl MQ F Valor-P  F critico
calculado

Entre ampolas 0,000964 9 0,000107089 1,78823 0,189081  3,02038

Dentro das ampolas  0,000599 10 0,000060

Total 0,001563 19
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Tabela 4 Andlise de variancia das amostras de polpa dattmerada usando-se o software

Microsoft Excell para a fenitrotiona.

Fonte da variacao SQ gl MQ F Valor-P F critico
calculado

Entre ampolas 0,001931 9 0,0002146 1,408979 0,29951 3,02038

Dentro das ampolas 0,001523 10 0,0001523

Total 0,003454 19

Tabela 5 Andlise de variancia das amostras de polpa dat®merada usando-se o software

Microsoft Excell para o clorpirifés.

Fonte da variacdo SQ gl MQ F Valor-P  F critico
calculado

Entre ampolas 0,001651 9 0,0001834 1,886883  0,168315 3,02038

Dentro das ampolas  0,000972 10 0,0000972

Total 0,002623 19

Tabela 6 Andlise de variancia das amostras de polpa datmgeradaisando-se o software

Microsoft Excell para a procimidona.

Fonte da variacao SQ gl MQ F Valor-P F critico
calculado

Entre ampolas 0,000911 9 0,0001013 1,42117 0,295041 3,02038

Dentro das ampolas 0,000713 10 0,0000713

Total 0,001624 19

Usando-se 0 modelo ANOVA fator anico (ISO GUIDE 3#)06), como ferramenta

estatistica para avaliacdo dessa caracteristiceenigsentes, o teste F indica se os resultados da

homogeneidade s&o significantes. Quang@ukdo < Feritico, @=5% ) N@0 h& motivo para a néo

aceitacdo da homogeneidade entre os recipientescmstra. O valor de P indica em qual nivel

o valor de Eculadofoi observado.
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Para os agrotéxicos citados nas Tabelas 3 a &t® Feconfirmou néo haver diferencas
significativas, com &iculado< Feriico, €Stando a amostra homogénea em relagdo aos»agostod
nela presentes.

A incerteza da homogeneidade é funcdo dos val@esdatliia quadratica (MQ) entre as
ampolas (MQnw9 € dentro das ampolas (M@, a qual também é fornecida pelo teste de
andlise de variancia (Tabelas 3 a 6). Quando o daldQ.nweas ampolas for maior que MQo
das ampolas, a incerteza padrdo devido a nédo homio@ee (nomogeneidad®U Upy) € equivalente
ao desvio padrdo {§ entre as ampolas, podendo ser estimada atravegutdo 1, com n =
namero de replicatas das ampolas. Neste estudampslas continham quantidade referente a
apenas uma pesagem de amostra, resultando emunidable. Desse modo, nos casos em que a
sub-amostragem € inviavel, ou seja, quando nacsiy se efetuar duas pesagens do mesmo
recipiente, a variabilidade dentro das ampolasaéiaa inferida da reprodutibilidade da mesma
unidade sob medig&o (ISO GUIDE 35, 2006; VAN DERRME LISINGER; PAUWLES, 2001).

M Qentre— M Qentro 1)
n

Ubb:SobZ\/

Na Tabela 7, sdo apresentados os valores das eiraert(variancias) referentes a
homogeneidade do material INCQS-MRCO01, calculadado-se a Equacédo 1 para os quatro

agrotoxicos utilizados.

Tabela 7. Valores das incertezas referentes a homogenetttadeaterial de referéncia MRCO1

para os agrotéxicos estudados.

Agrotoxico  Incerteza Padr@0ngmogeneidade

(mg/kg)
yHCH 0,0069
Fenitrotiona 0,0079
Clorpirifés 0,0093
Procimidona 0,0055
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Apos realizacdo do teste de homogeneidade, foiuzithol um programa interlaboratorial

para a execucao da etapa de certificagdo do Igtelga de tomate preparado, INCQS-MRCO1.

4 Conclusoes

O parametro homogeneidade é de grande relevanc@rauaicdo de um material de
referéncia, por prover informagcbBes relativas a idade dos resultados analiticos e,
consequentemente, ndo devem ser negligenciadosirttae disso, as etapas de producdo de um
material de referéncia devem ser minuciosamenteeadas, a fim de se garantir o bom estado
de conservacdo do material.

O estudo piloto realizado forneceu dados fundansestanprescindiveis a elaboracdo do
material MRCO1, no que se refere ao tamanho d&pkrtda amostra, a solubilidade do solvente
indicado para preparo da solucdo de fortificacdo aso de solucdes individuais dos agrotoxicos,
gue garantiram a homogeneidade do lote produzido.

A incerteza associada & homogeneidade do mateftahiia sobre a estabilidade do lote

preparado e sera incorporada a incerteza combawmdeaterial MRCO1.
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Preparacdo de um material de referéncia certificad@ara controle de agrotéxicos em

hortifrutigranjeiros: Parte 2. Estudo da estabilidade

Resumo

Neste trabalho sdo apresentados os resultadosstimo® de estabilidade referentes a producao
de material de referéncia certificado. Foram adaka residuos dos agrotoxicog:HCH,
fenitrotiona, clorpirifés e procimidona em polpatdenate. A pasteurizacdo e a irradiacdo gama
foram empregadas a polpa de tomate visando mantetegridade da amostra candidata a
material de referéncia. A polpa foi preparada édia em duas partes. Cada parte foi fortificada
com os referidos agrotoxicos na faixa de 0,1 amgZkg. Uma das partes foi submetida a
pasteurizacdo a 90 por 4 minutes e a outra parte foi irradiada casedde2,0 kGy depois de
homogeneizadaA estabilidade e a incerteza da amostra corresptesi@o periodo de tempo do
experimento foram determinados através da andisegtessado. Os resultados indicaram que o
tratamento com a dose de 2,0 kGy foi mais apropr@ata a conservacdo da polpa de tomate
fortificada com os quatro agrotoxicos.

Palavras-chave agrotoxicos, material de referéncia, irradiagisteurizacdo, estabilidade.
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Preparation of a reference material to pesticide arol in fruits and vegetable: Part 2.
Stability study

Abstract

This work presents the results of stability studeggarding the production of certificate reference
materials. Residues in tomato pulp of four pestisjichamelyy-HCH, fenitrothion, chlorpyrifos
and procymidone have been investigated. Pastéiorizaombined to gamma irradiation has
been used to maintain the integrity of the mixtiegted as a reference material candidate. The
pulp was prepared and split in two parts. Each was then spiked with those pesticides in the
range of 0.1 to 0.2 mg/kg in tomato pulp. One @nhwas submitted to pasteurization at®0
for 4 minutes after being homogenized and the otves irradiated with dose @&.0 kGy The
material stability and the corresponding uncertaohtring the time period of the experiments
were determined by using regression analysis. &helts indicated that the dose of 2.0 kGy was
appropriated for the conservation of tomato puigespwith the four aforementioned pesticides.

Key words: pesticides, reference material, stability tesgdiation, pasteurization.
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1 Introducéao

A constante busca em garantir a qualidade e colidiatle de uma medicdo obtida
através de ensaios analiticos é o alvo priorit@mo laboratérios nos dias de hoje. Uma
ferramenta indicada para este objetivo sdo os rastate referéncia, certificados ou ndo, que
apresentam como caracteristicas essenciais: a leoidgde e estabilidade conhecidas.

Na parte 1 deste trabalho (CARDOSO et al, submgtidcam apresentados os resultados
referentes ao estudo da homogeneidade de um Igpelda de tomate, fortificada com quatro
agrotoxicos:y-HCH, fenitrotiona, clorpirifds e procimidona, cadata a material de referéncia
certificado - MRC. Assim como a homogeneidade, tabdgdlade é também pré-requisito no
processo de certificacdo do material de referémmiés constitui um importante parametro,
indicativo do grau de conservacdo do material dargreriodos especificos de tempo e
temperatura ap0s a sua preparagdo. Sabe-se quéepampreparado pode ser suscetivel a
degradacao por acdo de agentes tais como: tenmpoenatura, luz, oxigénio, umidade, atividade
microbiologica entre outros (ISO GUIDE 35, 2006).

O teste de estabilidade é mais complexo que o deodpeneidade. Nele devem ser
considerados dois tipos de variacéo: longa durdedestabilidade do material, representando o
tempo de estocagem ou tempo de prateleira e, tke duracdo, representando, por exemplo, as
condicdes de transporte (VAN DER VEEN et al, 2080 GUIDE 35, 2006).

O primeiro tipo € o modelo classico, o qual medalor da propriedade da amostra em
funcdo do tempo. A duragdo do estudo de estabdidssta relacionado com a duragdo da
amostra, normalmente entre 24 e 36 meses, corvafdsrtipicos de amostragem de 5 a 6 vezes
no periodo determinado (ISO GUIDE 35, 2006).

Como tal modelo deve ser executado sob condi¢cdesemtedutibilidade, o valor da
incerteza inerente a essa caracteristiga -onde Ite significa longo tempo de estocagem (VAN
DER VEEN et al, 2001), ou simplesmentg, deve ser também informado.

O estudo realizado em curto periodo de tempo éemehta comoisochronous desigrou
modelo isocrbnico, onde séo realizadas medicoesltSineas em diferentes temperaturas, para
produzir variacdes na taxa de deterioracdo dost@gceos (LAMBERTY; SCHIMMEL;
PAUWELS, 1998; VAN DER VEEN et al, 2001; LINSINGER al, 2001; LINSINGER et al,
2004; 1SO GUIDE 35, 2006). Na aplicacdo desse nmpda$ medicbes sdo efetuadas sob
condicOes de repetitividade, geralmente levandwariezas menores que aquelas decorrentes da

utilizacdo do modelo classico e que, na maioriaveass, sdo negligenciadas. O tempo de estudo
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pode ser de dois meses, podendo se estender at@ slgize meses, visando-se a se obter
informacdes adicionais sobre o longo tempo de agtu (ISO GUIDE 35, 2006).

O tomate foi o fruto matriz escolhido para ser demal de referéncia. A polpa de tomate
apresenta teor de agua elevado e, consequenterhanpessibilidade de ocorréncia de alguma
degradacao dos agrotoxicos, na polpa, via algumiaade bacteriana que possa se desenvolver
e interferir em sua estabilidade.

Os processos térmicos ou fisicos para fins de ilesieéio de alimentos constituem
tecnologias empregadas na industria para conserdgacalimentos.

Dois exemplos desse processo de esterilizacdo,seeuypaacao e a irradiacdo sao
utilizados em industrias de alimentos, com o pritpdde eliminar microrganismos, visando a
conserva-los, sem perda de suas qualidades e a@gstchs nutricionais durante tempo
prolongado de estocagem ou transporte (SILVA €CG06).

A pasteurizacdo é um processo de tratamento capamvdhbilizar o crescimento da
maior parte das bactérias normalmente presentedimento, sem alterar as propriedades ou
caracteristicas do mesmo. Tradicionalmente, o psacearacteriza-se por um aquecimento do
material a temperaturas entre 63 a5 por um periodo variavel de 15 a 30 segundosiideg
por um resfriamento rapido sob temperaturas abdexd °C. Esse tratamento fornece uma
eficiéncia bactericida superior a 98%, podendaegizado em condi¢des laboratoriais, ou seja,
em pequena escala (GAVA, 1999).

A irradiacdo de alimentos, segundo a RDC2fh da ANVISA (ANVISA, 2008), é um
processo fisico de tratamento que consiste em sabmelimento, ja embalado ou a granel, a
doses controladas de radiacéo ionizante, comdimadi sanitéria, fitossanitaria e ou tecnolégica.

Os tipos de radiacao ionizante sdo classificado$uegéio do seu comprimento de onda,
sendo que as mais curtas sdo mais eficazes naidéstde microrganismo (ADAMS; MOSS,
1995).

A dose de radiacdo é usualmente medida em umadeikenominada Gray (Gy) que é a
medida da quantidade de energia por unidade deamasmsferida para um alimento,
microrganismos ou outra substancia irradiada (CIDOY).

Os tipos de radiagdo empregados nos alimentosdsAdidos em: radiacdes nao
ionizantes (luz ultravioleta e microondas) e radéscionizantes (onda eletromagnética de alta

energia como a radiacdo gama e os raios X) oucpkasi (elétrons muito energéticos). Essas
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Gltimas sdo capazes de arrancar elétrons dos atoewastar e dissociar moléculas
(HERNANDES; VITAL; SABAA-SRUR, 2003; CENA, 2007).

As fontes de radiacdo gama autorizadas pela legsslpara o tratamento de alimentos,
por ndo induzirem radiacdo, sdo aquelas provesiafis radionuclided¥Co e™*’Cs. Os raios
gama possuem um excelente poder de penetracaadmdiancar profundidade de até 20 cm
(CENA, 2007).

Um dos principais inconvenientes do emprego daetwasdo de alimentos por irradiacao
€ a mudanca de cor e producdo de odores desagsmdéagdes quimicas que podem ocasionar
alteracdo na aceitacdo do produto. Essas alteragipesnidem da dose de radiacdo aplicada, da
guantidade de agua do alimento e do meio gasosquern produto € irradiado (HERNANDES;
VITAL; SABAA-SRUR, 2003; SILVA et al, 2006; SANT'AN; ARAUJO, 2007).

A irradiacao de alimentos pode ser vantajosa frarpasteurizacdo porque a penetracao
da radiacdo é mais profunda, instantanea e unifoArieradiacdo € considerada um processo
“frio” porque acarreta um pequeno aumento da teatpea durante o processamento. Entretanto,
a desvantagem ao uso da irradiacdo estd relaciopadepalmente a disponibilidade de
irradiadores de alimento (SILVA et al, 2006; SANNA; ARAUJO, 2007).

A ISO Guide 35 (2006) estabelece que a avaliac&estibilidade do material seja feita
pela analise de residuos da regresséao linear angdise de variancia (ANOVA), que consiste
em observar se a regressao linear dos valoresmbermoacdo dos analitos ao longo do tempo
apresenta alguma tendéncia. Se a inclinacdo daoteta néo linearidade da mesma, nao forem
significativas, ou seja, se a concentracdo do égiat ndo variar em funcdo do tempo, o
material deve ser considerado estavel (ISO GUIDE2G66).

Os valores das concentracfes dos analitos, obéiddsngo do tempo, foram gerados
pela cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplatector por captura de elétrons (CGAR-
DCE). Na analise qualitativa, empregou-se a andlige cromatografia gasosa acoplada a
detector seletivo de massas (CG-DSM), para detede@ubstancias desconhecidas na amostra
(CARDOSO et al, submetido).

Este trabalho tem o objetivo de estudar procediosevisando a garantir a integridade da
amostra durante o longo tempo de estocagem e démsdae transporte. Sdo apresentados os
resultados da etapa referente a estabilidade {finiciia incerteza) de um lote de polpa de tomate,
submetido a radiacdo gama e a pasteurizacdo, edamddMRC, a ser utilizado na anélise de
residuos de agrotoxicos. Os resultados encontraekie estudo deverdo indicar se a estabilidade

da amostra é suficiente para que ela possa sddeaada um material de referéncia certificado.

116



2 Material e métodos

2.1 Preparo das amostras

O tomate utilizado foi processado em um liquidifior apGs ser lavado, descascado e ter
suas sementes retiradas. Em seguida, a polpadsaga por peneira, de abertura de malha de
0,84 mm. Diante da preocupacédo de extinguir qualgtiredade, buscou-se na escolha dos dois
tratamentos distintos, a pasteurizacéo e a irradigama, manter integra a polpa preparada.

Parte do lote preparado foi separada para o estu@deito da esterilizagcdo por processo
de pasteurizacédo (Estudo piloto I) e outra partedéstinada ao tratamento por irradiagdo da
polpa de tomate (Estudo piloto II).

As solucbes padrao individuais, preparadas em mraetioram adicionadas a polpa,
homogeneizadas e envasada em ampolas de vidro,ampacidade de 30 mL. Contudo, antes
de serem submetidas aos tratamentos especifigesivabdo manter a integridade da amostra,
tiveram sua homogeneidade confirmada, conformesaptado na parte tleste trabalho
(CARDOSO et al, submetido).

Concentracdes das solugdes de fortificacao e pureza

As concentracdes das solucdes padrao no Estudo piborrespondem g&HCH (40,24
pg/mL; 99,5%), fenitrotiona (49,96 pg/mL; 97,7%) peocimidona (49,66 pg/mL; 98%)
provenientes do Dr. Ehrenstorfer (Alemanha) e alidds (47,92 pg/mL, 99,2%) da Riedel-de-
Haén (Alemanha).

Para realizacdo do Estudo piloto Il, as concenegmgla fenitrotiona e clorpirifés foram
44,36 ug/mL (97,7%) e 40,84 ng/mL (99,2%), respaatiente, e as demais nao foram alteradas.
Todos os padrdes utilizados nos dois estudos apeeseertificados de andlise.

As concentracOes de fortificacdo empregadas em saodbestudos correspondem a faixa

tedrica aproximada de 0,1 a 0,2 mg/kg na polpachate.

Estudo Piloto | — tratamento por pasteurizacao
Preliminarmente, foram avaliados os efeitos da &atpra e tempo empregados no
processo de pasteurizacao°@@imin).
As ampolas de vidro lacradas, contendo a polpamate fortificada e o branco da polpa,
foram submetidas ao tratamento térmico em banhpraximmadamente 90C por cerca de 4
minutos, seguido de banho de gelo para resfriameipado. Foram entdo imediatamente
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armazenadas em geladeira, freezer, estufa ou &tataa ambiente, sob faixas de temperaturas
descriminadas no planejamento experimental, pagatwdo da estabilidade de estocagem. As

amostras brancas foram mantidas apenas em freezer.

Estudo piloto Il — tratamento por irradiacéo

Da mesma forma, foram feitas avaliacGes prelimmates efeitos da radiacdo gama,
aplicando-se diferentes doses (0,3; 0,5; 0,6; 4,@; 3,0; 5,0 e 10,0 kGy) a polpa de tomate
contendo residuos dos quatro agrotoxicos (CARDQOS) no prelo).

Além disso, ampolas com a polpa fortificada, ampaam a polpa branca e ampolas
contendo solucdes padrdo na faixa de concentraga@spondente a da amostra foram
submetidas a radiacdo gama na dose de 2 kGy aps seladas. Objetivando comparar os
resultados, foram avaliadas paralelamente ampadd@s imadiadas mantidas a temperatura
ambiente. As condicdes de tempo e temperaturatdeagem foram iguais aquelas do Estudo

piloto I, entretanto, os dois estudos n&o se iraaiano mesmo dia.

Preparo do material INCQS-MRCO01

Tal material foi preparado conforme apresentaddrabalho anterior (CARDOSO et al,
submetido). O tratamento selecionado para mantetegridade da amostra foi a irradiagdo na
dose de 2 kGy. Em seguida, as amostras foram raangéich freezer até 0 momento de serem
enviadas aos laboratérios ou submetidas a avatiad®@companhamento durante o periodo de

armazenamento.

2.2 Estabilidade da estocagem

A estabilidade do material foi avaliada nas segsitcbndicfes de tempo e temperatura de
armazenamento: em freezer (- 10 a “Z5, geladeira (4 a 6C), estufa (38 a 52C) e
temperatura ambiente (20 a 2C), sendo que o periodo foi de um ano para as &asost
submetidas ao processo de pasteurizacdo e de 16s npesa as amostras irradiadas. A
periodicidade das anélises de monitoracao foi sahtamprimeiro més e quinzenal no periodo
posterior. Os resultados das concentracdes detmiaspelo teste de homogeneidade referem-se
ao dia zero. Cada amostragem (em duplicatas) nadigfes estabelecidas é acompanhada de

duas amostras branco, duas amostras fortificadadianda analise e duas armazenadas sob as
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condicbes-teste, ou seja, em freezer, geladeitafaes temperatura ambiente, totalizando 12
ensaios para cada periodo de estocagem.

As ampolas lacradas, contendo material submetidoregpectivos tratamentos, foram
selecionadas aleatoriamente nos dias de realizig@osaio. Os agrotoxicos foram extraidos da
amostra usando o método de multiresiduos, senddupgealiquotas do extrato, denominadas de
A e B, foram analisadas por CG-DCE para quantiioaglos mesmos. Os resultados

apresentados correspondem a concentracdo médiatr@uzo

2.3 Método multiresiduos e Instrumentacao analitica
Para quantificacdo dos quatro agrotdéxicos na palpa tomate, empregou-se o0
procedimento descrito na parte 1 deste trabalhdR@ASO et al, submetido).

2.4 Fonte de Irradiacéo

As amostras foram submetidas a radiacdo gama ernmragiador de pesquisa do tipo
cavidade blindada; com porta blindada e fonte, nisowBmensdes aproximadas de 3m x 2m x
1,7 m (pesando 19 toneladas); fonte"d€s com atividade de 46 kCi e taxa de dose méaxima de
1,8 kGy/h, localizado no Centro Tecnoldgico do Eikér— CTEx/Rio de Janeiro — RJ (VITAL;
PIRES, 2000; CARDOSO et al, no prelo).

3 Resultados e discussao

As avaliacdes preliminares, objetivando determosaefeitos dos referidos tratamentos a
amostra, forneceram informacgOes sobre a viabiliddml@mprego de ambos os processos. Os
resultados indicam a possibilidade de uso da des€ &Gy para a finalidade pretendida
(HERNANDES; VITAL; SABAA-SRUR, 2003).

Para as amostras submetidas a pasteurizac&pm®©@ minutos as taxas de recuperacao
encontradas para os residuosyd4¢CH, fenitrotiona, clorpirifos e procimidona forade 86 %,
70%, 92 % e 100%, respectivamente. A indicacdoadeshdicdo baseou-se em trabalho
apresentado por Armishaw (ARMISHAW,; MILLAR, 2001).

O lote inicialmente preparado nos estudos pilotedlipermitiram avaliar previamente a
integridade da amostra, ap0s confirmacao da honeddpate, em relacdo ao tempo de estocagem
sob diferentes temperaturas, apos serem subme#idastratamentos de pasteurizacdo e

irradiacao.
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Estudo Piloto |

Na Figura 1, estdo dispostos os graficos das mélhasresultados de concentracéo,
gerados para avaliacdo da estabilidade do masgrée o tratamento de pasteurizacdo. Na Tabela
1, sdo apresentados os valores encontrados, guieraravaliar a tendéncia das concentragfes
durante o periodo de estocagem. Os resultados folditios usando-se analise de regressao
linear e também incluem os valores dos intervalpesor e inferior de confianca, a inclinagao

da curva ajustada e também, os periodos garamnt@estabilidade.
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Figura 1: Gréficos dos resultados médios das concentracdssadrotoxicos nas amostras

submetidas ao processo de pasteurizac&@&(90nin) apos periodos pré-definidos de estocagem.

As faixas de temperaturas citadas na Figura 1 sgorelem a: freezer (-10 a -25), geladeira

(4 a 6°C), estufa (38 a 5ZC) e temperatura ambiente (20 a°ZJ.
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Tabela 1: Dados relativos ao processo de pasteurizacaodosbgpor andlise de regressao

(ANOVA), necessarios para a avaliagdo da estabididdas amostras ao longo do tempo de

estocagem.
agrotéxico Estocagem Inclinacdo Intervalo de confianca Erro padrédo da Periodo de Valor-P
da reta da inclinacéo inclinagéo estabilidade (dias) (95%)
y-HCH freezer -0,000023 + 0,000091 0,00040 372 0,5862
geladeira 0,000130 +0,000152 0,00068 168 0,0864
ambiente 0,000185 +0,000196 0,00087 140 0,0611
estufa - 0,000275 +0,001645 0,00059 28 0,6669
Fenitrotiona freezer 0,000076 +0,000093 0,000042 372 0,0990
geladeira 0,000142 +0,000219 0,000097 140 0,1784
ambiente - 0,000221 +0,000359 0,000159 140 0,1983
estufa* - 0,004466 +0,005118 0,000403 entrela’? 0,0367
Clorpirifés ~ freezer - 0,000044 +0,000113 0,000052 372 0,4049
geladeira 0,000189 +0,000207 0,000093 168 0,0697
ambiente 0,000222 +0,000360 0,000159 140 0,1975
estufa - 0,000034 +0,000299 0,000126 70 0,7938
Procimidona freezer 0,000032 +0,000090 0,000041 372 0,4540
geladeira 0,000106 +0,000205 0,000092 168 0,2769
ambiente - 0,000198 +0,000348 0,000154 140 0,2299
estufa -0,007558 +0,012795 0,001007 7 0,0843

* Os valores gerados a partir da regresséo linear os dados obtidos para avaliacdo da
estabilidade da fenitrotiona em polpa de tomatmaaenada em estufa, demonstraram que a
mesma, a partir do sétimo dia, ja indicava insiddnle. Desse modo, os valores apresentados

para este item foram obtidos considerando a estatdd até o dia 7.

Estudo Piloto I

Na Figura 2, estdo apresentados as médias dalidsiddido material, determinadas apos
tratamento com radiagdo gama. Na Tabela 2, osesmtrcontrados comprovam a tendéncia das
concentracdes durante o periodo de estocagem.ashpela analise de regressao linear com
respectivos valores de intervalos de confianca reupe inferior da inclinacdo da linha de

regressao e também, os periodos garantidos delidsiddn
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submetidas ao processo de irradiacdo apos penoéatefinidos de estocagem.

*ambiente 2 = amostra néo irradiada armazenadapei@tura ambiente.

As faixas de temperaturas citadas na Figura 2 sgorelem a: freezer (-10 a -25), geladeira

(4 a 6°C), estufa (38 a 5ZC) e temperatura ambiente (20 a°ZJ.
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Tabela 2 Dados obtidos, pelo procedimento de radiacdo gatnavés da andlise de regressao

(ANOVA) indicando valores utilizados para avaliagd® tendéncia do tempo de estocagem e

calculo da incerteza da estabilidade.

agrotéxico Estocagem Inclinag@o Intervalo de confianca  Erro padrédo da Periodo de Valor-P
dareta da inclinagéo inclinacéo estabilidade (dias) (95%)

y-HCH freezer - 0,000050 + 0,000076 0,0000321 273 0,1666
geladeira -0,000100 +0,000141 0,000060 273 0,1376

ambiente -0,000107 +0,000133 0,000056 273 0,0977

estufa 0,000090 +0,000110 0,000045 273 0,0958

*ambiente 2 -0,000013 + 0,000056 0,000056 273 0,8247

Fenitrotiona freezer 0,000071 +0,000138 0,000059 273 0,2662
geladeira -0,000247 + 0,000093 0,000040 273 0,5519

ambiente -0,000199 + 0,000229 0,000094 219 0,0786

estufa -0,000764 + 0,000978 0,000310 30 0,0888

*ambiente 2 -0,003748 + 0,004380 0,001020 14 0,0665

Clorpirifés ~ freezer -0,000131 +0,000137 0,000058 273 0,0574
geladeira -0,000047 + 0,000083 0,000035 273 0,2228

ambiente -0,000104 +0,000126 0,000052 219 0,0893

estufa -0,000101 +0,000124 0,000051 219 0,0932

*ambiente 2 -0,000070 +0,000124 0,000051 219 0,2198

Procimidona freezer -0,000021 + 0,000040 0,000017 273 0,2452
geladeira -0,000117 +0,000127 0,000054 273 0,0644

ambiente -0,000142 +0,000183 0,000075 219 0,1062

estufa -0,000369 +0,002033 0,000472 14 0,5166

*ambiente 2 -0,000179 +0,000242 0,000099 219 0,1196

*ambiente 2 = amostra nao irradiada armazenadaei@tura ambiente.

Considera-se estavel o agrotoxico que apresentalar-K maior que 0,05 (95%),

indicando que a inclinagcdo da regressao lineasi@riificante (LINSINGER et al, 2001; ISO
GUIDE 35, 2006). A partir da tabela gerada com adod da regresséo e ANOVA, calcula-se a

incerteza inerente a estabilidade multiplicandalmivdo erro padrdo da inclinacdo pelo tempo

de estudo, de acordo com a Equagéao 1.

Uest= €rro padrdo x tempo de estudo

(1)
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Os resultados obtidos pelo tratamento estatistieodddos gerados pelos Estudos piloto |
e Il, conforme apresentado nas Tabelas 1 e 2, anastrque os valores de P calculados (valor-P)
foram maiores que 0,05 (em nivel de confianca dé)9%odendo-se concluir que ndo houve
diferencas significativas entre os valores. Porsegninte, os agrotoxicos estudados foram
considerados estaveis nas condi¢cdes de uso pamiad@ de estabilidade apresentado nas
Tabelas 1 e 2. Levando-se ainda em consideracdcagiueclinacdes da reta na andlise de
regressdo foram aproximadamente zero para todasibasancias nas condi¢cdes avaliadas, as
amostras foram consideradas estaveis em relaca@memdxicos nela presente.

As amostras branco e as amostras fortificadadiassde cada experimento estavam de
acordo com o perfil cromatogréfico obtido na av@@@ inicial da polpa de tomate e as taxas de
recuperacao situaram-se na faixa aceitavel de I7ID% para 0s agrotoxicos nas concentracdes
estudadas (DG-SANCO, 2006), ndo apresentando asdil@ falha no processo experimental.

Embora as amostras submetidas ao tratamento térseicpasteurizacdo tenham sido
monitoradas durante um periodo mais longo, foi ipessobservar que as degradacbes das
substancias ocorreram em intervalos de tempo mgnquando comparadas aquelas amostras
submetidas a irradiacdo gama, demonstrando seflgéste tratamento mais indicado ao objetivo
proposto. O-HCH, por exemplo, se manteve estavel por 273stiasas diferentes condicdes de
estocagem apods irradiacdo. Este fato é esperadqugad uma substancia da classe dos
organoclorados possui longa estabilidade e queapebmente ndo se degradaria sob tais
condicdes.

Diante da preocupacédo de simular condigbes extrelmaante o transporte do material as
medi¢des isocrbnicas indicaram que a fenitrotiorea @ocimidona submetidas a temperaturas
entre 38 a 52C, durante o Estudo piloto I, mantiveram-se integq@enas durante periodo de até
7 dias. Esta situacdo pode ser evitada, definintaices ideais para o transporte do material.
Nas amostras irradiadas no Estudo piloto Il, apemagrocimidona apresentou sinais de
degradacao nas mesmas condi¢des. Indicios de dagg@oeambém foram achados apés 14 dias
na fenitrotiona das amostras nédo irradiadas, mas8t temperatura ambiente (20 &QY.

A contribuicdo da incerteza referente ao curtoptemie estocagem (condicdes extremas)
ndo sera considerada (LINSINGER et al, 2001), pasnostra se manteve estavel por periodos

semelhantes, nas demais condic¢des indicadas, cammm as Figuras 1 e 2.
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Para obter-se a incerteza associada a estabilidadeou-se o critério classico, do longo
tempo de estocagem, ou seja, o valor do erro paabfido no experimento, conduzido em
freezer (-10 a - 25°C), foi multiplicado pelo tengmestocagem, conforme a Equacéo 1.

Na Tabela 3, sdo apresentados os valores datermereferentes a estabilidade ao longo
tempo de estocagem da amostra candidata a maleriedferéncia. Os célculos foram feitos

usando-se a Equacao 1 para os quatro agrotoxitiaaddas com dados das Tabelas 1 e 2.

Tabela 3 Incerteza padréo calculada para os agrotoxigd$CH, fenitrotiona, clorpirifos e

procimidona pelos tratamentos de pasteurizacadiac&o gama.

Incerteza Padraouds) (mg/kg)

Tratamento

Agrotoxico  Pasteurizacéo (372 diasiRadiacdo gama (273 dias)

y-HCH 0,0150 0,0088
Fenitrotiona 0,0157 0,0160
Clorpirifés 0,0191 0,0158
Procimidona 0,0153 0,0046

Diante dos resultados obtidos, preparou-se o mattMICQS-MRCO01 com base nos
dados gerados nos testes prévios de estabilidadandastras tratadas por irradiacdo gama na
dose de 2 kGy.

Embora o estudo de estabilidade tenha ocorridontir872 e 273 dias, para o0s
tratamentos de pasteurizacdo e irradiacdo gampeatdésamente, uma extrapolacdo permite o
calculo para o futuro, tendo em vista que a estiaoié observada durante esses periodos nao
asseguraria a priori a estabilidade nos periododouros. Por conseguinte, a rigor, o INCQS-
MRCO01, devera ter sua estabilidade monitorada temaé longo do periodo de estocagem
(LINSINGER et al, 2001).

4 Conclusoes

Conclui-se que os quatro agrotoxicos analisagdsQH, fenitrotiona, clorpirifés e
procimidona, adicionadas a polpa de tomate na fdexaoncentracdo de 0,1 a 0,2 mg/kg),

tratados por pasteurizacdo ou irradiacdo, mantiva@ relativamente estaveis durante os
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periodos de monitoracdo nas condicdes de armazetmneen freezer, 372 e 273 dias,
respectivamente. No entanto, as variagfes indasmtide instabilidade foram menores no
tratamento por irradiacdo com dose de 2 kGy, sndera selecado desse processo na producéo de
material de referéncia.
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3.6 — MANUSCRITO 6 — Relatério de certificagdo de material de referéncia: Residuos
de agrotdxicos em puré de tomate.

Relatdrio restrito ao INCQS, elaborado por Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso; Armi
NObrega e Shirley Abrantes.
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Material de Referéncia Certificado — INCOS-MRCO01

RESUMO

Este relatorio descreve as etapas de preparacdo e certificagdo de um lote de
material - matriz puré de tomate, candidata a material de referéncia, nomeada INCQS-
MRCO1.

O conjunto de amostra enviada aos laboratdrios consistiu de:

» seis ampolas de vidro ambar seladas contendo, cada uma, aproximadamente 15

a 20g de polpa de tomate fortificada com residuos de quatro agrotoxicos de

classes variada.

» Duas ampolas de vidro ambar seladas contendo, cada uma, aproximadamente

15 a 20g polpa de tomate Branco.

Duzentos e vinte ampolas contendo o material INCQS-MRCO1 foram preparadas.

Os agrotoxicos e suas concentracdes sao listados abaixo, na Tabela 1.

Tabela 1: Concentracgdes de certificacdo do material INCQS-MRCOL1.

Agrotoxico Concentragao certificada Incerteza expandida * (mg/kg)
(mg/kg)

y-HCH 0,192 0,049

Fenitrotiona 0,194 0,070

Clorpirifés 0,233 0,082

Procimidona 0,186 0,049

1. O célculo da estimativa da incerteza expandida utilizou o fator de abrangéncia, k = 2.

O conjunto de material de referéncia é indicado ao uso para 0s seguintes
propositos:
» Validacdo e verificacdo de meétodos para determinacdo de y-HCH,
fenitrotiona, clorpirifés e procimidona em hortifrutigranjeiros da classe dos
vegetais frutiferos

* Preparacao de material de referéncia secundéario de composicéo similar.
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Material de Referéncia Certificado — INCOQS-MRCO01

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de materiais de referéncia € um dos requisitos necessarios para
garantir a confiabilidade de resultados analiticos. Esses materiais séo classificados
como materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia certificado (MRC).

Os MR e MRC vém sendo cada vez mais utilizados nos laboratérios para o
controle de analises; calibracdo de equipamentos; identificacdo e caracterizacao
guantitativa de materiais e desenvolvimento de metodologias, atividades que
demandam medidas confidveis, comparaveis e rastreaveis.

Em vista a dar suporte a essas atividades o INCQS conduziu uma série de
estudos para a producdo de uma matriz referéncia certificada — polpa de tomate,
contendo quatro agrotoxicos de diferentes classes.

O lote de material preparado consiste de ampolas de vidro @mbar seladas:

* Ampolas contendo polpa de tomate com quatro agrotoxicos;
* Ampolas contendo polpa de tomate sem os agrotoxicos (amostra branco).

Foram preparadas 220 ampolas com os agrotéxicos e 100 ampolas branco,

neste lote para certificacao.

1.1 Especificacédo do Material — Polpa de Tomate For tificada
Os agrotdxicos e suas concentracdes tedricas especificas para o material
INCQS-MRCO01, bem como os limites maximo de residuo permitido — LMR para a

cultura de tomate sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragbes Tedricas dos agrotéxicos y-HCH, fenitrotiona, clorpirifés e procimidona na

polpa de tomate e respectivos LMRs.

Concentragao tedrica Limite M&ximo de Residuo
Agrotoxico na polpa de tomate permitido para cultura de
(mg/kg) tomate, no Brasil (mg/kg)
(ANVISA, 2008)

y-HCH 0,20 Né&o indicado
fenitrotiona 0,18 N&o indicado
clorpirifés 0,20 0,5
procimidona 0,18 2,0

133



Material de Referéncia Certificado — INCOS-MRCO01

2. PREPARACAO DO MATERIAL: POLPA DE TOMATE
2.1 — Preparacao do teste piloto

O estudo piloto realizado previamente nao foi o mesmo utilizado para a
certificacdo, porém forneceu dados fundamentais e imprescindiveis a elaboracdo do
material INCQS-MRCO1. Foi possivel investigar o processo de producao e identificar
problemas inerentes a ele, no que se refere ao tamanho do particulado adequado da
amostra, a solubilidade do solvente indicado para preparo da solucao de fortificacéo e
ao uso de solucgdes individuais dos agrotdxicos que garantiram a homogeneidade do
lote produzido, bem como avaliar previamente sua estabilidade durante condi¢des de
tempo e de temperatura pré-determinados. Detalhes sobre este estudo sé&o

apresentados por Cardoso et al. (submetidos).

2.2 — Preparacao do material INCQS-MRCO01

A producdo do material, indicado a certificacdo, foi realizada em novembro de
2007 no laboratorio de residuos de agrotoxicos do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da fundacédo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro/RJ. O lote preparado
foi envasado em ampolas de vidro ambar.

Aproximadamente 15 kg de tomates provenientes de agricultura organica foram
utilizados para o preparo do material. Os tomates foram lavados, descascados e suas
sementes retiradas antes de processados em liquidificador. Em seguida foram
passados através de uma peneira, de abertura de malha de 0,84 mm. Este volume de
polpa de tomate foi homogeneizado com o auxilio de um agitador mecanico e apos 30
minutos retirou-se quantidade suficiente para servir como branco da amostra e
determinacdo do valor do pH. O pH foi medido na polpa processada antes e apés a
adicdo dos agrotoxicos, correspondendo aos valores de 4,01 e 4,02. Em seguida foram
mantidos em congelador sob temperaturas entre -10 a -25 °C até o momento de
fortificacdo. O volume de polpa preparada para fortificacéo foi de 6193,96 g e 1677,77g
para servir como branco da amostra.

As substancias utilizadas com as referidas purezas séo apresentadas na Tabela

2 e na Tabela 2.1 as solugdes individuais de fortificagdo preparadas em acetona.
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Tabela 2 — Referéncia das substancias utilizadas

Agrotoxico Produtor Referéncia do Pureza (%)
Produtor
y-HCH Dr. Ehrentorfer, Alemanha 30415 99,5
fenitrotiona Dr. Ehrentorfer, Alemanha 31029 97,7
clorpirifés Riedel-de Haen, Alemanha 3027X 99,2
procimidona Dr. Ehrentorfer, Alemanha 31210 98,0

Tabela 2.1 — Preparo das solugfes de fortificagéo.

Agrotoxico Volume (mL) Concentragdo
(Mg/mL)
y-HCH 25 56,52
fenitrotiona 25 44,26
clorpirifés 25 51,58
procimidona 25 42,73

Cerca de 5009 da polpa preparada foi transferida para liquidificador, de copo de
vidro, e 25 mL de cada solucédo individual de agrotéxico foi adicionada lentamente e em
seguida mantida por 1 hora homogeneizando.

Logo apds essa etapa de homogeneizacdo, esse volume de polpa contaminada
foi adicionado a massa restante, para homogeneizacdo em batedeira industrial
(capacidade para 20 litros) por mais trés horas, a fim de proporcionar uma melhor
interacdo da polpa de tomate com os padrdes de agrotoxicos. Em seguida, o material
foi envasado em ampolas de vidro inequivocamente identificadas, as quais foram
armazenadas em congelador ap0s serem seladas, até o tratamento por irradiagdo
gama visando a conservacao da amostra. A capacidade de cada ampola é de 30 mL, o
gue corresponde a massa de 14 a 20g/ampola. Durante a transferéncia do volume

necessario para as 220 ampolas de vidro, a agitagcdo da batelada de amostra néo foi
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interrompida e a velocidade da hélice da batedeira foi ajustada de modo a proporcionar
agitacdo sem provocar respingos do liquido.

Para a amostra branco, o0 quantitativo da polpa permaneceu em
homogeneizacdo por uma hora em batedeira industrial (capacidade de 6 litros) antes
do envase em 100 ampolas de vidro.

As ampolas fortificadas e brancas foram irradiadas com dose de 2 kGy, no
irradiador de pesquisa com fonte de césio-137 (com atividade atual de 46 KkCi)

localizado no Centro Tecnoldgico do Exército. A taxa de dose foi 1,7 kGy/h.
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3. TESTE DE HOMOGENEIDADE
O teste de homogeneidade foi executado no laboratorio de residuos de
agrotoxicos do INCQS, antes e ap0s o tratamento com radiacdo, entretanto os valores

considerados para esta etapa foram os obtidos apos radiacao.

3.1 — Tratamento estatistico dos dados

Para avaliacdo da homogeneidade do lote preparado, 10 ampolas, foram
aleatoriamente selecionadas, usando-se uma funcdo do Excel®, antes do inicio do
envasamento, de modo a facilitar a identificacdo dos frascos destinados ao teste. Os
agrotoxicos foram extraidos da amostra de acordo com o método multiresiduos
proposto e foram analisadas por cromatografia a gas de alta resolugcdo equipada com
detector por captura de elétrons - CGAR-DCE. Cada ampola lacrada originou duas
aliquotas resultantes do mesmo extrato da amostra, denominadas de A e B. O teste de
homogeneidade foi realizado segundo recomendacdo da ISO Guide 35 (2006). Os
dados obtidos foram avaliados estatisticamente, utilizando a analise de variancias
(ANOVA) com fator unico (ISO GUIDE 35, 2006), a qual informou se a variagdo na
composicao das amostras distribuidas nos recipientes foi suficientemente pequena para

0 objetivo proposto.

3.2 — Método multiresiduos de extracao

Resumidamente, 15 g da amostra sdo extraidas com 30 mL de acetona e, em
seguida, com 60 mL de uma mistura diclorometano:éter de petroleo (1:1, viv). O
recipiente € levado a centrifugacdo e a fase orgéanica filtrada sob sulfato de soédio.
Desse volume coletado, 1 mL € evaporado e dissolvido em 1 mL de isooctano para
analise por CGAR/DCE (CARDOSO et al, submetido).

3.3 — Resultados do teste de homogeneidade com suas respectivas incertezas
Usando-se o modelo ANOVA fator danico, como ferramenta estatistica para
avaliagdo dessa caracteristica nas ampolas, o teste F indica se os resultados da
homogeneidade séo significantes. Quando Fcaiculado < Feritico, (a=5% ) N&0 ha motivo para a
nao aceitacdo da homogeneidade entre as ampolas contendo a amostra.
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Para os quatro agrotoxicos citados neste trabalho, o teste F confirmou ndo haver
diferencas significativas, com Fcaculado < Feritico, €Stando a amostra homogénea em
relacdo as substancias nela presente.

A incerteza da homogeneidade € funcédo dos valores da média quadratica (MQ)
entre as ampolas (MQentre) € dentro das ampolas (MQgentro), @ qual também é fornecida
pelo teste de analise de variancia. Quando o valor de MQentre @S ampolas for maior que
MQuentro das ampolas, a incerteza padréo devido a ndo homogeneidade (Unomogeneidade) €
equivalente ao desvio padrao (Spp) entre as ampolas.

No anexo 1 sédo apresentados os resultados de homogeneidade e incerteza para

cada agrotoxico. Na Tabela 3 sdo apresentados de forma resumida esses resultados.

Tabela 3 - Resultados do teste de homogeneidade e suas incertezas

Agrotéxico Resultado médio Feal Sbb = Unom Upom (K =2)"
(mg/kg) (Ferit =3,02) (mg/kg) (mg/kg)
y-HCH 0,1730 1,79 0,0069 0,0138
fenitrotiona 0,2001 1,41 0,0079 0,0158
clorpirifés 0,2094 1,89 0,0093 0,0186
procimidona 0,1999 1,42 0,0055 0,0110

1. O célculo da estimativa da incerteza expandida utilizou o fator de abrangéncia, k = 2.

3.4 — Avaliacdo das amostras de ampolas branco

As amostras envasadas nas ampolas contendo a polpa de tomate sem
agrotéxicos foram analisadas cromatograficamente apos o tratamento com radiacao.
N&o foram detectadas a presenca de respectivos residuos de agrotoxicos na faixa dos

limites de deteccdo do método de 0,005 a 0,01 mg/kg.
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4. TESTE DE ESTABILIDADE

Foram realizadas avaliacdes preliminares de modo a obter uma visédo geral sobre
0 comportamento dos agrotdxicos durante periodo de armazenamento, apds tratamento
de radiacgéo.

A condigcdo classica para armazenamento das amostras é em ‘freezer’ sob
temperaturas na faixa de -10 a — 25 °C.

A ISO Guide 35 (2006), estabelece que a avaliacdo da estabilidade do material
seja realizada pela andalise de residuos da regresséo linear e a analise de variancia
(ANOVA), gque consiste em observar se a regresséo linear dos valores de concentragao
dos analitos ao longo do tempo apresenta alguma tendéncia. Se a inclinacéo da reta ou
a ndo linearidade da mesma néo forem significativas, ou seja, se a concentracdo do
agrotoxico nao variar em funcao do tempo, o material € considerado estavel. Considera-
se estavel o agrotéxico que apresenta o valor-P maior que 0,05 (95%), indicando que a
inclinacdo da regressao linear é insignificante.

Na tabela 4 sao apresentados os resultados do teste de estabilidade.

Tabela 4 - Resultados do teste de estabilidade das amostras, submetidas a radiacdo gama na dose de 2

kGy, armazenadas em ‘freezer’ (-10 a -25 °C), e suas respectivas incertezas.

Agrotéxico  Resultado médio Unom (K =2)°  Resultado médio Unom (k =2)* Valor-P
Dia zero (mg/kg) Dia 273 (mg/kg) (95%)

(mg/kg) (mg/kg)
y-HCH 0,1567 0,0128 0,1482 0,0176 0,1644
fenitrotiona 0,2086 0,0179 0,2265 0,0320 0,2662
clorpirifés 0,1800 0,0190 0,1497 0,0316 0,0574
procimidona 0,2389 0,0130 0,2326 0,0090 0,2452

1. O célculo da estimativa da incerteza expandida utilizou o fator de abrangéncia, k = 2.

O dia zero apresentado na Tabela 4, corresponde aos resultados obtidos no
teste de homogeneidade do lote preparado previamente para o estudo piloto.

Os resultados obtidos pelo tratamento estatistico dos dados gerados pelo estudo
de estabilidade, conforme apresentado na Tabela 4, mostraram que os valores de P

calculados (valor-P) foram maior que 0,05 (em nivel de confianca de 95%), podendo-se
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concluir que ndo houve diferencas significativas entre os valores e desse modo, 0s
agrotoxicos estudados séo considerados estaveis nas condi¢des de uso para o periodo
de estabilidade avaliado. Entretanto, a estabilidade dos mesmos continuard a ser
monitorada pelo produtor do material de referéncia, bem como, para o lote do material
INCQS-MRCO1.

No anexo 2, sdo apresentado os resultados do teste de estabilidade em graficos
do desempenho de tendéncia para essas amostras armazenadas de acordo o modelo

classico.

4.1 — Amostras controle

Nos dia de realizacdo do ensaio designado a estabilidade, realizou-se
paralelamente ao mesmo, analises em amostras branco e fortificadas, na mesma faixa
de concentracdo do lote preparado, em vista de avaliar alguma falha ou deficiéncia do
processo. Os resultados demonstraram que estavam de acordo com o perfil
cromatografico obtido na avaliagdo inicial da polpa de tomate e as taxas de
recuperacao na faixa aceitavel de 70 a 110% para os agrotoxicos nas concentracdes

estudadas, ndo apresentando indicios de falha no processo experimental.
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5. ESTUDO INTERLABORATORIAL PARA CERTIFICACAO DO MA TERIAL

Sete laboratérios foram convidados a participar da etapa de certificacdo do
material INCQS-MRCO01. Os laboratérios foram escolhidos por apresentarem a
certificacdo da norma ISO 17025 (2005) e/ou por terem demonstrado performances
satisfatérias em estudos de proficiéncia organizados pelo INCQS. Trés laboratérios
apenas enviaram seus resultados.

Foram enviados aos laboratérios dois conjuntos de amostras:

e um com seis ampolas de vidro ambar seladas, contendo, cada uma,
aproximadamente 15 a 20g de polpa de tomate fortificada com residuos de
quatro agrotoxicos de classes variada.

* Outro com duas ampolas de vidro ambar seladas, contendo, cada uma,
aproximadamente 15 a 20g polpa de tomate Branco.

Cada laboratério recebeu instrugdes de como proceder ao preparo das ampolas
para amostragem: homogenizar a(s) ampola(s) contendo o puré de tomate antes de
abri-la e realizar a analise preparando 3 porc¢des individuais (replicatas) da amostra de
puré de tomate com residuos de quatro agrotoxicos (ampolas identificadas
numericamente) e pelo menos 1 amostra Branco; utilizar o método de rotina de
laboratorio.

Os resultados enviados estdo apresentados na integra no anexo 3 com O

respectivo tratamento dos dados.

5.1 — Tratamento estatistico dos dados do estudo in  terlaboratorial.

O procedimento experimental para analise de dados segue indicacdo do item
10.5.2 da ISO Guide 35 (2006; VAN DER VEEN et al, 2001), a qual indica que a média
das médias dos laboratorios é a melhor escolha para ser o valor de propriedade do

material. As equacdes utilizadas séo apresentadas abaixo.

X Equagéo 5.1

= p
X = lZ:YI Equacéo 5.2
p
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Onde: x; =os resultados i reportados pelos laboratérios i.

p = 0 numero de laboratorios participantes
nj= 0 numero de resultados reportados pelos laboratorios i.

=Y

x|

Desse modo, a base para a incerteza padrdo combinada associada com a média

das médias € o desvio padrao obtido atraves da equacao 5.3.

s? :ﬁé( _) Equagdo 5.3

— — =\
Onde: (Yi —Y)2 = (x1 —x)
A incerteza padrdo combinada € calculada através da equacéo 5.4.

S
u =— Equagéo 5.4

carac \/B

Para avaliacdo dos valores aberrantes utilizaram-se os testes de Cochran e de

Grubbs.
O teste de Cochran € aplicado quando se deseja comparar variancias, ou seja,

verificar se a variancia dos resultados obtidos por um laboratorio é diferente da

variancia dos demais laboratérios.
O teste de Grubbs verifica se as meédias obtidas pelos laboratorios séo

compativeis, apés a aplicacao do teste de Cochran (ISO 5725).
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6. ATRIBUICAO DOS VALORES DE PROPRIEDADE - CERTIFIC ACAO DO
MATERIAL INCQS-MRCO01

Para calculo dos valores de propriedades de cada agrotéxico no material de
referéncia preparado utilizou-se a média ponderada dos dois valores independentes:
resultado do laboratério provedor e resultado do estudo interlaboratorial.

Cada estimativa de incerteza foi obtida por combinagéo, de acordo com o item
10.8.3, da ISO Guide 35 (2006), das incertezas padrao ponderadas, acrescidas das
incertezas padrdo associadas a homogeneidade e a estabilidade conforme

demonstrado na Equacgao 6.1.

n

2 _.,2 2 2.2

uc _uhom+uest+zvvi ui
i=1

Equagéo 6.1

Onde: u; = incerteza padrao dos valores de propriedades contribuintes
w; = peso dos valores contribuintes (1/2)
Unom = incerteza padréo associada a homogeneidade.

Uest = iNcerteza padrdo associada a estabilidade.

Na Tabela 6 séo apresentados os valores de propriedades que contribuiram para

a certificacdo do material INCQS-MRCOL1 e incertezas associadas.

Tabela 6 — Valores atribuidos as propriedades do material INCQS-MRCO1 e suas incertezas

Agrotoxico Resultado Resultado Unom - Uest™ Valor certificado
INCQS Interlaboratorial (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
(mg/kg) (mg/kg)
y-HCH 0,1730 + 0,070 0,211 + 0,053 0,0137 0,0176 0,192 + 0,049
fenitrotiona 0,2001 +£0,110 0,188 +£ 0,051 0,0158 0,0320 0,194 £ 0,070
clorpirifés 0,2094 + 0,109 0,257 + 0,099 0,0186 0,0316 0,233 £ 0,082
procimidona 0,1999 + 0,088 0,172 £ 0,035 0,0110 0,0090 0,186 + 0,050

1. O célculo da estimativa da incerteza expandida utilizou o fator de abrangéncia, k = 2.
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ANEXO 1

Resultados do Teste de homogeneidade e tratamento estatisticos dos dados.
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Tabela Al.1 - y-HCH — Resultados do Teste de homogeneidade e tratamento estatistico.

Identidade da amostra

Agrotoxicos

y-HCH (mg/kg)

Resultado A Resultado B
1 0,17885 0,18255
19 0,17030 0,18340
36 0,17370 0,16940
44 0,17070 0,16350
46 0,16800 0,16435
93 0,18150 0,18300
127 0,16445 0,15515
133 0,17250 0,17160
172 0,18500 0,15975
207 0,17385 0,18805
Média 0,17298
Desvio padréo 0,00907

Andlise de variancia das amostras de polpa de tomate gerada a partir do software

Microsoft Excell] para o y-HCH.

Fonte da variagdo SQ gl MQ F

calculado critico
Entre ampolas 0,000964 9 0,000107 1,788234 3,02038
Dentro das ampolas 0,000599 10 0,000060
Total 0,001563 19

A incerteza padrdo associada a homogeneidade (unom) foi calculada a partir da

equacao:

u hom = \/ MQentre— MQdentro
n

= 0,00687ng/ kg
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Tabela Al.2 — Fenitrotiona — Resultados do Teste de homogeneidade e tratamento estatistico.

Agrotoxicos

Identidade da amostra Fenitrotiona (mg/kg)
Resultado A Resultado B

1 0,18150 0,20655

19 0,17745 0,19370

36 0,17575 0,21520

44 0,20545 0,20295

46 0,19025 0,20020

93 0,19820 0,19765

127 0,19425 0,19950

133 0,18950 0,20315

172 0,21165 0,22090

207 0,22615 0,21225
Média 0,20011
Desvio padréao 0,01348

Andlise de variancia das amostras de polpa de tomate gerada a partir do software

Microsoft Excell] para a fenitrotiona.

Fonte da variagdo SQ gl MQ F Valor-P F
calculado critico

Entre ampolas 0,001931 9 0,0002146 1,408979 0,29951 3,02038

Dentro das ampolas 0,001523 10 0,0001523

Total 0,003454 19

A incerteza padrdo associada a homogeneidade (unom) foi calculada a partir da

equacao:

U hom = \/ MQE“”e‘nMQ"E”“" - 0,00789ng/ kg
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Tabela A1.3 — Clorpirifés — Resultados do Teste de homogeneidade e tratamento estatistico.

Agrotoxicos

Identidade da amostra Clorpirifés (mg/kg)
Resultado A Resultado B

1 0,19970 0,21665

19 0,18645 0,20375

36 0,18500 0,21895

44 0,21720 0,20950

46 0,20070 0,20905

93 0,21460 0,20730

127 0,20225 0,20440

133 0,20480 0,20740

172 0,22355 0,22500

207 0,22390 0,22695
Média 0,20936
Desvio padréo 0,01175

Andlise de variancia das amostras de polpa de tomate gerada a partir do software

Microsoft Exceld para o clorpirifos.

Fonte da variagao SQ gl MQ F Valor-P F
calculado critico

Entre ampolas 0,001651 9 0,0001834  1,886883 0,168315 3,02038

Dentro das ampolas 0,000972 10 0,0000972

Total 0,002623 19

A incerteza padrdo associada a homogeneidade (unom) foi calculada a partir da

equacao:

u hom = \/MQentre—nMQdemro — 0,009285ng/ kg
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Tabela Al.4 — Procimidona — Resultados do Teste de homogeneidade e tratamento estatistico.

Agrotoxicos

Identidade da amostra Procimidona (mg/kg)
Resultado A Resultado B

1 0,18665 0,20715

19 0,18600 0,19360

36 0,18985 0,20525

44 0,20690 0,20045

46 0,19180 0,19670

93 0,19440 0,20280

127 0,19320 0,19820

133 0,19160 0,20795

172 0,21235 0,21330

207 0,20185 0,21860
Média 0,19993
Desvio padréo 0,009245

Andlise de variancia das amostras de polpa de tomate gerada a partir do software

Microsoft Excell] para a procimidona.

Fonte da variagao SQ gl MQ F Valor-P F
calculado critico

Entre ampolas 0,000911 9 0,0001013 1,421168 0,295041 3,02038

Dentro das ampolas 0,000713 10 0,0000713

Total 0,001624 19

A incerteza padrdo associada a homogeneidade (unom) foi calculada a partir da

equacao:

u hom = \/MQentre— MQdentro — 0,005478ng/ kg
n
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ANEXO 2

Resultados do Teste de estabilidade

Gréaficos do desempenho de tendéncia
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Gréfico de tendéncia do gama-HCH durante periodo de Gréfico de tendéncia da fenitrotiona durante period o de
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Tabela A2.1 — Avaliagdo estatistica da estabilidade da polpa de tomate candidato a material de

referéncia durante estudo preliminar.

Intervalo Superior Intervalo Inferior de
agrotoxico Inclinagéo da linha de de confianga da confianga da
regressao (mg/kg) inclinagcdo (mg/kg) inclinacdo (mg/kg)
y-HCH -0,000050 0,000026 -0,000125
Fenitrotiona 0,000071 0,000209 -0,000068
Clorpirifos -0,000131 0,000005 -0,000268
Procimidona -0,000021 0,000018 -0,000061
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ANEXO 3

Resultados do Estudo Interlaboratorial para certificacdo do

material INCQS-MRCO01
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Tabela A3.1 - y-HCH — Resultados do estudo interlaboratorial e tratamento estatistico dos dados.

Resultados (mg/kg)

Cddigo do Laborat6rio 01 02 03
Replicata 1 (valor médio da ampola 1) 0,193 0,165 0,260
Replicata 2 (valor médio da ampola 2) 0,193 0,181 0,270
Replicata 3 (valor médio da ampola 3) 0,200 0,180 0,260
Média 0,195 0,175 0,263
Desvio padréo 0,004 0,009 0,006
Variancia 0,00002 0,00008 0,00003

Verificagdo de valores aberrantes:

- Através do teste de Cochran

Valores de C acuado 0,122 0,601 0,249
Valor de Cgitico (95%); k=3, n=5 0,871 0,871 0,871
Presenca de valor aberrante nao nao nao

Analise dos resultados do estudo interlaboratorial para certificacdo do y-HCH em polpa de tomate.

Média do Soma Quadratica dos
Cédigo laboratério (;) Residuos Valor
do (malkg) (— =)Z Aberrante
laboratério Xl —X
1 0,195 0,00026 -
2 0,175 0,00130 -
3 0,263 0,00270 -
- 0,211 -
Média das médias  (X)
Variancia da média  S° 0.0021
0,0266
Ucarac
0,0533

U (k = 2, 95%)
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Tabela A3.2 - Fenitrotiona — Resultados do estudo interlaboratorial e tratamento estatistico dos dados.

Resultados (mg/kg)

Cédigo do Laboratério 01 02 03
Replicata 1 (valor médio da ampola 1) 0,193 0,145 0,22
Replicata 2 (valor médio da ampola 2) 0,183 0,147 0,24
Replicata 3 (valor médio da ampola 3) 0,187 0,139 0,24
Média 0,188 0,144 0,233
Desvio padréao 0,0050 0,0042 0,0115
Variancia 0,00003 0,00002 0,00013
Verificagcdo de valores aberrantes:

- Através do teste de Cochran

Valores de Cgacuado 0,144 0,099 0,758

Valor de Cgitico (95%); k=3, n =3 0,871 0,871 0,871

Presenca de valor aberrante nao nao nao

Analise dos resultados do estudo interlaboratorial para certificagdo da fenitrotiona em polpa de tomate.

Média do Soma Quadratica dos
Cédigo laboratério (;) Residuos Valor
do (mg/kg) _ =\2 Aberrante
laborat6rio (X - Xj
1 0,188 1,11E-07
0,144 0,00197
0,233 0,00200
7\ 0,188
Média das médias  (X)
Variancia da média  S° 0.0020
Ucarac 0,0257
U (k =2, 95%) 0,0514
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Tabela A4.3 - Clorpirifés — Resultados do estudo interlaboratorial e tratamento estatistico dos dados.

Resultados (mg/kg)
Cddigo do Laborat6rio 01 02 03
Replicata 1 (valor médio da ampola 1) 0,285 0,160 0,320
Replicata 2 (valor médio da ampola 2) 0,289 0,163 0,320
Replicata 3 (valor médio da ampola 3) 0,301 0,158 0,400
Média 0,292 0,158 0,347
Desvio padréao 0,008 0,0068 0,046
Variancia 0,00007 0,00005 0,00213
Verificagdo de valores aberrantes:
- Através do teste de Cochran:
Valores de Cgacuiado 0,031 0,021 0,949
Valor de Cgitico (95%); k=3, n=3 0,871 0,871 0,871
Presenca de valor aberrante nao nao sim
- Através do teste de Grubbs:
Valores de Geaculado - - 1,154
Valor de Ggitico (95%); N =3 - - 1,150
Presenca de valor aberrante nao nao sim

Analise dos resultados do estudo interlaboratorial para certificacao da fenitrotiona em polpa de tomate.

Média do Soma Quadratica dos
Cédigo laboratério (;) Residuos Valor
do (mg/kg) . =\? Aberrante
laboratorio (X - Xj
0,287 0,00410 -
0,160 0,00410 -
0,320 Retirado 1 aberrante
do lab. 03
! 0,257 -
Média das médias -(;) '
Variancia da média  S° 0.0075
Ucarac 0,0500
U (k =2, 95%) 0,0999
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Tabela A4.4 - Procimidona — Resultados do estudo interlaboratorial e tratamento estatistico dos dados.

Resultados (mg/kg)

Cddigo do Laborat6rio 01 02 03

Replicata 1 (valor médio da ampola 1) 0,193 0,149 -
Replicata 2 (valor médio da ampola 2) 0,187 0,159 -
Replicata 3 (valor médio da ampola 3) 0,187 0,156 -
Média 0,189 0,155 -
Desvio padréao 0,004 0,005 -
Variancia 0,00001 0,00003 -

Verificagdo de valores aberrantes:

- Através do teste de Cochran

Valores de Cgacuiado
Valor de Cgitico (95%); k=2, n=3

Presenca de valor aberrante

Analise dos resultados do estudo interlaboratorial para certificagdo da fenitrotiona em polpa de tomate.

Média do Soma Quadratica dos
Cédigo laboratério (;) Residuos Valor
do . =\2 Aberrante
(mglkg) -
laboratério X=X
0,189 0,0003 -
0,155 0,0003
' 0,172 -
Média das médias  (X)
Variancia da média  S° 0.0006
Ucarac 0,0173
U (k =2, 95%) 0,0346
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Tabela A4.5 — Resumo dos métodos utilizados para andlise pelos colaboradores.

Cad. Massa Extragao ‘Clean-up’ Curva analitica Equipamento Recuperagao Limites de
Lab de (mg/kg) analitico (%) deteccéo e de
amostra quantificagcdo
(9) (mag/kg)
CG/DCE/DCE,
colunas HP5
(30x0,32x0,25) e y-HCH = 92; y-HCH = 0,008 e
DB1701 (30x clorpirifés = 97; 0,01; clorpirifés =
1 - - - - 0,32x0,25) e fenitrotiona = 84; 0,008 e 0,01;
CLAE-EM/EM, procimidona = 87 fenitrotiona = 0,01 e
coluna Alltima 0,02 e procimidona
Cis =0,008 e 0,01
(5pmx150x3,0m
m)
y-HCH=0,01e
N&o. Analise CG/DCE e y-HCH = 115; 0,02;
Acetona, pontual sem CG/DFC/DNF, clorpirifés = 96; clorpirifés = 0,005 e
2 15 diclorometano néo efeito matriz colunas HP5 fenitrotiona = 103; 0,01;
(30x0,32x0,25) e procimidona = 98. fenitrotiona = 0,005
Hexano DB1701 (30x e00le
0,32x0,25) procimidona = 0,02
e 0,04
3 niveis avaliados
0,05; 0,1 e 0,25 y-HCH =0,001 e
Sim, 5 pontosna  CG/DSM, coluna mg/kg. 0,005;
QUEChERS SPE faixa de 0,01 a VF5MS y-HCH =86 a 89; clorpirifés = 0,001 e
3 10 modificado dispersivo 0,5 com efeito (30x0,25x0,25) clorpirifés = 98 a 112; 0,005;
matriz. fenitrotiona = 96 a fenitrotiona = 0,001
111. e 0,005
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ANEXO 4

Atribuicédo dos valores de propriedades do material
e

estimativa da incerteza de medigéo
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A4.1 — Valores referéncias do INCQS e suas incertez  as.
Na tabela A5.4.1 sdo apresentados os parametros avaliados para calculo da
estimativa de incerteza dos valores encontrados através do ensaio do laboratério

provedor.

Tabela A5.4.1 — Dados para estimativa da incerteza dos valores analiticos da INCQS para o y-HCH.

Fontes de incerteza Incerteza Fonte dos dados para incerteza
padréo (u)

Preparagdo da solucao Pureza, massa de agrotoxico

estoque e diluicdo dos 0,052 pesada e volume de diluicao.

padrées

Precisdo do método 0,001 Determinado com n = 6 amostras

analitico

Taxa de recuperagéo Determinada com n = 6 amostras

(%) 0,034 em 3 diferentes concentragfes

Funcao de calibracao Regressdo linear com 5 pontos
0,007 de concentragéo

Incerteza padrao 0,033 -

combinada (Uyer)

Incerteza expandida

(Urer) (Ma/kg) 0,065 K=2;95%

A estimativa da incerteza devido a homogeneidade e estabilidade foi combinada

como um componente separado.
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4 - DISCUSSAO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de contribuir com as acdes de
Vigilancia Sanitaria, com relacdo ao consumo de alimentos, que visa prevenir e
minimizar riscos a salde e esta apresentado em cinco manuscritos e um relatorio de

acesso restrito ao INCQS, e suas principais discussdes sdo expostas a seguir.

1 — A etapa de validacdo é pré-requisito em laboratorios preocupados com a
gualidade de seus resultados e é exigido pela norma ISO/IEC 17025 (2006).

Este tema tem recebido consideravel atencdo em literaturas cientificas, comités
industriais e agéncias regulamentadoras, com grande procura por parte dos laboratorios
e organismos acreditadores por protocolos de planejamento e controle desses
processos. No entanto, existem na literatura varios procedimentos de como este
processo deve ser realizado, bem como de terminologias de definicdes e de parametros
de desempenho a serem avaliados. Este fato tem dificultado a harmonizacdo dos
processos de validacdo. Na area de alimentos, por exemplo, a validacdo de métodos
esta estritamente relacionada com seguranca alimentar e comércio internacional.

O objetivo do manuscrito “Validacdo de método para determinacao de residuos
de agrotoxicos em tomate: Uma experiéncia laboratorial” foi apresentar todo o
detalhamento para uma avaliacdo segura e consistente de um exemplo pratico adotado
para esta finalidade.

Vale salientar que o processo de validagdo de uma metodologia € exaustivo,
demandando tempo especifico a este proposito.

Neste trabalho foram realizadas as etapas para a validagdo da metodologia
empregada para analise dos agrotéxicos y-HCH, fenitrotiona, clorpirifds e procimidona e
seus respectivos parametros de desempenho avaliados.

Os resultados encontrados, baseados em fundamentos tedricos, demonstraram
a adequacéao do método ao objetivo proposto.

Embora a estimativa da incerteza seja uma necessidade exigida no contexto de
um método de ensaio ela ndo € considerada pela ISO/IEC 17025 (2006) como

parametro de desempenho e desse modo ndo foi demonstrada neste manuscrito.
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Entretanto, o valor desta estimativa foi calculado para o referido ensaio e esta

apresentada no Relatério interno restrito ao INCQS para os agrotoxicos em questao.

2 — No artigo “Efeito da resposta cromatogréafica acentuada e induzida pela
matriz: Estudo em caso de tomates”, sdo apresentados os resultados de uma das
etapas do processo de validacao, o efeito matriz.

Dependendo de como a identidade de um analito € estabelecida, alguns
interferentes podem inibir a deteccdo do mesmo distorcendo o sinal proveniente dele.
Muitas vezes esta distor¢ao pode provocar um aumento ou diminui¢do na concentragéo
do analito. Esta medicdo pode ser alterada porque a matriz, reagente ou outros
componentes podem afetar a sensibilidade do sistema de deteccdo que mede o analito.
Uma vez detectados esses problemas, podem ser resolvidos pelo uso de curvas
analiticas preparadas na mesma matriz que se esta analisando.

Apesar de serem extremamente importantes ndo € comum encontrar na literatura
protocolos de validagcdo com énfase a este efeito. Desse modo, o efeito da matriz € de
suma importancia desde que influencia diretamente o resultado de uma medicdo
analitica e por isso a preocupacao em apresenta-lo separadamente.

Embora esse efeito seja predominante em agrotoxicos organofosforados,
buscou-se avaliar o comportamento das demais substancias diante do mesmao.

Os resultados obtidos confirmaram ser esse efeito mais acentuado nos
agrotoxicos classificados como organofosforados, o clorpirifés e a fenitrotiona e que
desse modo deve ser considerado para realizacdo do ensaio. Entretanto, de modo a
manter a igualdade nas condigcbes de tratamento das amostras decidiu-se por
considerar este efeito para os quatro agrotoxicos em questdo, y-HCH, fenitrotiona,

clorpirifés e procimidona.

3 — Visando manter a integridade do material de referéncia durante o periodo de
armazenamento buscou-se atraves da utilizacdo de um tratamento de esterilizacdo de
alimentos alcancar esse objetivo.

Desse modo, no artigo “Aplicacdo da radiagdo gama na preservacao de material
de referéncia a ser usado na analise de residuos de agrotoxicos”, a preocupacao foi em
obter dados preliminares do comportamento dessas substancias apdés serem
submetidas a radiacdo gama em diferentes doses.
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Para algumas substancias, os efeitos da radiacdo gama foram mais acentuados
na polpa de tomate do que nas solucfes preparadas em solvente isooctano, como por
exemplo a fenitrotiona na polpa de tomate que apresentou acentuada degradacédo a
partir da dose de 3,0 kGy. Entretanto a procimidona em solucdo de isooctano
apresentou perda a partir da dose inicial de 0,3 kGy, fato este que néo se repetiu
quando o meio era a polpa de tomate. Esse resultado é razoavel ja que o teor de 4gua
da polpa de tomate é de aproximadamente 90%, o que proporciona a formacéo e a
acdo de radicais radioliticos e, consequentemente maior decomposicdo das
substancias adicionadas.

Os resultados preliminares indicaram a possibilidade do uso da dose de 2,0 kGy
a polpa de tomate candidata a material de referéncia contaminada com 0s agrotoxicos

estudados.

4 — No Manuscrito 4 “Preparacdo de um material de referéncia certificado para
controle de agrotoxicos em hortifrutigranjeiros: Parte 1: Estudo da homogeneidade”, €
apresentado como se realizou o estudo de homogeneidade da polpa de tomate
contaminada com os agrotoxicos.

Durante o Estudo Piloto | foi possivel avaliar o tamanho do particulado ideal da
polpa de tomate bem como o solvente mais adequado para o preparo da solucdo de
fortificagao.

Os resultados foram essenciais para elaboracdo do lote do material INCQS-
MRCOL1.

Para avaliacdo da homogeneidade do material INCQS-MRCOL1 foi possivel um
trabalho em parceria com laboratorio do Central Science Laboratory — York/Reino
Unido.

Os recipientes utilizados para envase do material foram ampolas de vidro ambar
com capacidade entre 14 a 20g, aproximadamente. Esse volume impossibilitou a
realizacao de duas amostragens por ampola, jA que o método multiresiduos empregado
indica o emprego de 15g. Entretanto, esta condicdo ndo impossibilitou a avaliagdo da
homogeneidade do lote preparado.

Contudo, as amostras enviadas ao CSL estavam em frascos, capacidade
aproximada de 100g/cada e receberam a mesma numeragdo dos frascos

aleatoriamente selecionados para o estudo no INCQS. Desse modo, o referido
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laboratério pode realizar duas amostragens por frasco para realizacdo do estudo. Os

resultados encontrados pelo CSL estdo apresentados na Tabela 6 e na Tabela 7 os

resultados do laboratorio provedor.

Tabela 6: Resultados do teste de homogeneidade apresentados pelo Central Science Laboratory —

York/Reino Unido.

y-HCH Fenitrotiona Clorpirifos Procimidona
(mg/kg) (mglkg) (mg/kg) (mg/kg)
0,239 0,231 0,197 0,180 0,226 0,232 0,171 0,187
0,224 0,268 0,213 0,189 0,232 0,213 0,186 0,175
0,228 0,258 0,185 0,173 0,203 0,210 0,171 0,161
0,201 0,223 0,186 0,187 0,211 0,216 0,160 0,164
0,232 0,222 0,170 0,217 0,195 0,232 0,166 0,191
0,240 0,204 0,186 0,204 0,211 0,231 0,172 0,191
0,222 0,222 0,203 0,198 0,217 0,219 0,172 0,184
0,250 0,234 0,228 0,184 0,220 0,215 0,180 0,167
0,212 0,206 0,193 0,169 0,223 0,192 0,183 0,165
0,261 0,222 0,186 0,182 0,234 0,217 0,179 0,18
Média 0,22985 0,19150 0,21745 0,17525
Desvio padréo 0,01862 0,01549 0,01199 0,00980
variancia 0,00035 0,00024 0,00014 0,00010
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Tabela 7: Resultados do teste de homogeneidade apresentados pelo Laboratério provedor do material de

referéncia - INCQS.

y-HCH Fenitrotiona Clorpirifs Procimidona

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

0,17885 0,18255 0,18150 0,20655 0,19970 0,21665 0,18665 0,20715
0,15385 0,17685 0,17745 0,19370 0,18645 0,20375 0,18600 0,19360
0,12550 0,17155 0,17575 0,21520 0,18500 0,21895 0,18985 0,20525
0,17070 0,16350 0,20545 0,20295 0,21720 0,20950 0,20690 0,20045
0,1680 0,16435 0,19025 0,2002 0,20070 0,20905 0,19180 0,19670
0,18225 0,14505 0,19820 0,19765 0,21460 0,20730 0,19440 0,20280
0,16445 0,15515 0,19425 0,19950 0,20225 0,20440 0,19320 0,19820
0,17205 0,1396 0,1895 0,20315 0,20480 0,20740 0,19160 0,20795
0,18405 0,15975 0,21165 0,22090 0,22355 0,22500 0,21235 0,21330
0,17385 0,18805 0,22615 0,21225 0,22390 0,2269 0,20185 0,21860

Média 0,16599 0,19150 0,20935 0,19993
Desvio padréo 0,01603 0,01549 0,01175 0,00925
variancia 0,00026 0,00240 0,00014 0,00008

Embora os resultados de homogeneidade realizados pelo laboratério produtor
terem sido satisfatérios com o emprego de uma amostragem por recipiente (ampola), os
mesmos resultados foram confirmados por outro laboratério que pode adotar o
procedimento padrdo de efetuar duas amostragens por recipiente.

Os resultados enviados pelo laboratorio do CSL tiveram apenas o objetivo de
corroborar com os resultados do laboratério provedor e desse modo ndo foram incluidos

para calculo do valor de propriedade do material de referéncia INCQS-MRC-01.

No que se refere a estabilidade do MRC os resultados s&o apresentados no
Manuscrito 5 “Preparacdo de um material de referéncia certificado para o controle de
agrotoxicos em hortifrutigranjeiros: Parte 2: Estudo da estabilidade”.

Decorrentes dos resultados apresentados no Manuscrito 3 realizaram-se estudos
pilotos visando garantir a integridade da amostra através de tratamentos de
esterilizacao térmica, a radiacdo gama na dose de 2 kGy e a pasteurizacdo a 90 °C por

4 minutos aproximadamente, baseado em trabalho de Armishaw e Millar (2001).
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As amostras contaminadas com os agrotdoxicos foram submetidas aos dois
tratamentos e armazenadas sob diferentes condicbes de temperatura com a finalidade
de avaliar os efeitos da mesma na degradacao das substancias.

Os resultados encontrados para as amostras armazenadas em ‘freezer’ apos
ambos tratamentos se mantiveram estaveis durante 372 dias (tratamento de
pasteurizacdo) e 273 dias (tratamento por radiagéo). Entretanto, quando observamos as
demais condicbes de armazenagem as amostras submetidas ao tratamento por
radiacdo gama permanecem mais tempo sem sofrer alteragcéo significativa. Este fato
influenciou a decisdo ao uso da radiacdo gama como tratamento da amostra INCQS-
MRCOL1.

De modo a complementar os dados para o estudo de estabilidade, realizaram-se
paralelamente aos estudos piloto, citados anteriormente, avaliagbes com a polpa de
tomate envasada em frascos de vidro, selados com tampa de teflon e selo de aluminio,
de capacidade aproximada de 20g. Estes frascos foram submetidos aos mesmos
tratamentos de esterilizacdo. Nas amostras armazenadas a temperatura ambiente (20 a
27 °C), sob ambas as condicdes, foi possivel observar o crescimento microbiano a
partir do quinto dia de armazenamento. Entretanto, para as amostras armazenadas em
geladeira (4 a 6 °C), a partir do segundo més e para as amostras armazenadas em
estufa (38 a 52 °C) a partir do trigésimo dia. As amostras armazenadas sob as
condicbes padrdo, freezer (- 10 a -25 °C), ndo demonstraram alteracdo durante o
periodo de um ano.

Os ensaios realizados pelo departamento de microbiologia foram: contagem de
aerdbios mesdbfilos viaveis, contagem de bactérias acido laticas e contagem de bolores
e leveduras. Nas amostras de polpa de tomate submetidas a radiacdo gama, foram
avaliadas nas doses de 2 kGy e 10 kGy além da amostra branco.

Embora os resultados para os ensaios realizados apresentarem a unidade
formadora de colbénia menor que 1 UFC/g, a presenca de diferentes fungos foi
identificada em todas as amostras testadas.

Esses resultados sugerem com a adoc¢do do uso de ampolas de vidro ao invés
de frascos de vidro. Provavelmente os frascos ndo estavam adequadamente lacrados,
proporcionando assim o crescimento dos fungos. Embora durante o periodo de um ano,

para as amostras armazenadas em freezer (- 10 a -25 °C), néo foi observada qualquer
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alteracdo deve-se levar em consideracdo as condicdes de transporte que podem
alcancar temperaturas bem mais altas que as ideais, 0 que favoreceria 0 crescimento
de fungos e consequientemente a degradacéo dos agrotoxicos.

Apbs as condigdes de homogeneidade e estabilidade serem definidas necessita-
se efetuar a caracterizagdo no material. Para esta finalidade optou-se pela elaboracéo
de um ensaio interlaboratorial.

De posse dos resultados enviados foi possivel entdo determinar os valores de
propriedades do material INCQS-MRCO1.

No “Relatorio interno restrito ao INCQS” sdo apresentadas todas as informacoes
relevantes a esse material. Esse relatério € enviado junto com o material de referencia
certificado ao laboratério que faca essa aquisicao.

Diante de todos os resultados obtidos pode-se observar que o processo que
envolve o preparo de um material de referéncia é bastante exaustivo, demanda muito
tempo para sua obtencdo e consequentemente envolve alto custo ao laboratorio. Isso
porque sdo necessérias realizacbes de estudos preliminares de homogeneidade e
estabilidade, de modo a conhecer a matriz e analitos que se esta trabalhando.

Cada alimento/matriz e agrotoxico/analito apresenta particularidades diferentes.
N&o é possivel estender o conhecimento de uma matriz para outra, bem como de um
analito para outro. E possivel ter uma idéia do comportamento deles entretanto,
somente apds longo estudo pode-se concluir a respeito do mesmo. O fato € que,
mesmo apos a realizacdo desses estudos preliminares, quando se prepara o lote do
material candidato a certificacdo é necessario monitorar sua estabilidade pois ndo ha
garantias que o mesmo material mantera 0 mesmo comportamento que antes.

A realizacdo de uma andlise de residuos de agrotdxicos em alimentos na matriz
de referéncia certificada apresenta carater destrutivo, ou seja, € uma analise Unica.
Desse modo devem ser avaliadas as vantagens e desvantagens no preparo da mesma.
E fato que ndo ha muitos provedores deste tipo de material, principalmente no Brasil e
talvez esse seja um dos motivos principais apesar de sua importancia.

O tempo dispensado para o preparo de um material de referéncia a ser utilizado
em ensaios de proficiéncia envolve no maximo quatro meses, correspondendo a etapa
de preparo, teste de homogeneidade, envio aos laboratérios participantes e

recebimento dos resultados. Durante este periodo também estd inserido o
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monitoramento da estabilidade dos analitos. Entretanto, este tempo comparado a um
estudo de maior periodo de estabilidade, pré-requisito do material de referéncia
certificado é bem inferior e envolve menores custos. O laboratorio produtor desse tipo
de material pode considerar vantajoso o preparo apenas de materiais para ensaios de
proficiéncia, o que proporcionaria por exemplo trés producdes por ano contra nenhuma

do material de referéncia certificado.

O propdsito do estudo para producdao de um material de referéncia a ser utilizado em
analise de residuos de agrotdxicos em hortifrutigranjeiro usando a matriz tomate seguiu
0 protocolo indicado na ISO Guide 35 (2006) para avaliacdo da homogeneidade e
estabilidade. Contudo, no que se refere ao estudo por longo tempo de estocagem so foi
possivel realizar monitoramento por 273 dias (ampolas submetidas a radiagcdo gama),
embora os resultados apresentados pelo estudo por tempo curto de estocagem terem
apresentados uma estimativa do comportamento dos agrotoxicos na amostra sob

condiches extremas.
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5 - CONCLUSOES

As conclusfes alcancadas através do objetivo proposto neste trabalho sé&o

apresentadas a seguir e foram demonstradas nos cinco Manuscritos preparados bem

como no relatério de certificacdo do material de referéncia:

O protocolo proposto foi adequado para a validacdo da metodologia
multiresiduos aplicada para a matriz tomate contendo os agrotoxicos alvo
do estudo. Os parametros de desempenho do método bem como os
critérios de aceitacdo sugeridos para a realizacdo deste objetivo

confirmaram a adequagao para uso do mesmo.

O efeito da matriz avaliado para os agrotoxicos objetos de estudo
confirmou a importancia de sua verificagdo para o0s agrotoxicos
organofosforados, indicando nesta situacdo a utilizacdo de curva analitica
preparada na mesma matriz que se estad analisando. Por outro lado, o
analista deve considerar este efeito para outros analitos levando em

consideracao a relagdo custo versus beneficio.

Com a preocupacdo em se manter a integridade de material de referéncia
durante o periodo de armazenamento buscou-se através da utilizacdo da
radiacdo gama um tratamento que inibisse o crescimento microbiano que
poderia causar a degradacéo do material.

As diferentes doses aplicadas a polpa de tomate contendo os analitos
demonstraram o efeito deste tratamento nos mesmos. Os efeitos mais
acentuados foram para a fenitrotiona submetida a dose de 3 kGy na polpa
de tomate. Comportamento diferente pode ser observado nas solugdes em
solvente, demonstrando que a constituicdo mais complexa da polpa de
tomate e sua textura pastosa reduziram as perdas dos agrotdéxicos em
relacdo ao que ocorreu nas solucbes em isooctano. Desse modo, a
indicacdo ao uso da dose de 2 kGy pode ser empregada para o estudo de

estabilidade.
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Os Estudos Piloto realizados para avaliacdo do preparo da polpa de
tomate em relacdo a homogeneidade da mesma forneceram dados
fundamentais e imprescindiveis a elaboracédo do material de referéncia, no
que se refere a granulometria da amostra, a solubilidade do solvente da
solucdo de fortificacdo bem como, ao uso de solugbes individuais de
fortificacdo. Essas trés caracteristicas definidas garantiram a

homogeneidade do lote preparado do material de referéncia.

Em continuidade ao trabalho de avaliagdo da estabilidade do material de
referéncia foi possivel avaliar através de dois tratamentos de esterilizagédo
de alimentos esta caracteristica. Contudo, com a preocupacao em avaliar
também as condicBes de transporte buscou-se através de condicbes
extremas de armazenamento (geladeira, temperatura ambiente e estufa)
avaliar este mesmo comportamento.

Para o tratamento de pasteurizacdo a polpa de tomate contendo os
analitos na faixa de 0,1 a 0,2 mg/kg se manteve inalterada pelo periodo de
372 dias armazenadas em freezer. Para as amostras submetidas a
pasteurizacdo foi possivel observar alteracdo a partir do sétimo dia
(armazenada em estufa).

Por outro lado, o tratamento por radiacdo gama na dose de 2 kGy,
indicado previamente, foi realizado durante 273 dias. As amostras
mantiveram-se inalteradas por este periodo em freezer. Entretanto, as
variagbes indicando instabilidade foram menores por este tratamento
guando comparado as pasteurizadas, ocasionando o emprego deste

tratamento para a producao do material de referéncia.

A partir das condi¢Oes ideais definidas para o preparo do material de
referéncia preparou-se o material INCQS-MRCOL1.

Para a atribuicdo do valor de propriedades do mesmo seguiu-se a
indicagdo por elaboragdo de um estudo interlaboratorial. Apesar da
participacdo de poucos laboratérios nesta etapa foi possivel chegar a um

valor estatisticamente comprovado.
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= O objetivo principal deste trabalho foi alcancado com a preparacdo e

certificacdo do material de referéncia INCQS-MRCO1.
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ANEXO 1

REGISTRO DE RECEBIMENTO DE AMOSTRA
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CERTIFICACAO DE MATERIAL DE REFERENCIA
REGISTRO DE RECEBIMENTO DE AMOSTRA

INCQS

NOME DO MATERIAL DE REFERENCIA

INCQS — MRCO01 — RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM PURE DE TOMATE

DADOS DO PARTICIPANTE

Nome do laboratério:

Nome do Responsavel pela andlise:

DADOS DO RECEBIMENTO

AMOSTRA: INCQS-MRCO01, X ampolas numeradas aleatoriamente e X ampolas Branco

Data de recebimento: / /

Nome do Responsavel pelo recebimento da amostra:

INSPECAO DE RECEBIMENTO DA AMOSTRA

A amostra foi recebida pelo laboratério:

Em maos 1 Por transportadora *J Qutra Forma
Discriminar:
Foi observado dano fisico evidente? [ Sim 1 Nao

Se positivo, discriminar:
A amostra estava embalada adequadamente? [ Sim ] Nao

Se negativo, discriminar:

DATA:

ASSINATURA:

Nota: Apds o recebimento, encaminhar a Vice Diretoria Finalistica 2 — INCQS, via fax

n° (0XX21) 2290-0915.
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ANEXO 2

DESCRICAO DE MATERIAIS ENVIADOS E INSTRUCOES
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacgéo Oswaldo Cruz INCQS

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

PRODUCAO DE MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO PARA
ANALISE EM RESIDUOS DE AGROTOXICOS
INCQS — MRCO1

Certificacdo de Material de Referéncia

Residuos de Agrotoxicos em Puré de Tomate

Descricdo de Materiais Enviados e Instrucoes

Material de Referéncia:
Estdo sendo enviados:
- 6 ampolas de vidro ambar contendo, cada uma, aproximadamente 15 a 20g de
polpa de tomate com residuos de quatro agrotoxicos.
- 2 ampolas de vidro ambar contendo, cada uma, aproximadamente 15 a 20g de

polpa de tomate Branco.

Confirmacéo do Recebimento da Amostra:
Quando a amostra chegar no laboratério preencher o formulario de registro de
recebimento de amostra, enviado via e.mail, imprima e o envie pelo fax n.° (0XX21)

2290-0915 confirmando o recebimento.

Instrucdes de Uso:
» Os frascos selados, como recebidos, deverdo ser armazenados a temperatura

entre -5C e -15T até o momento da analise;
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» No momento da execucao do ensaio, retire a amostra do congelador e proceda a
determinacédo analitica segundo os procedimentos do laboratorio;

» Homogenize a (s) ampola (s) contendo o puré de tomate antes de abri-la;

» Realizar a analise preparando 3 porc¢fes individuais (replicatas) da amostra de
puré de tomate com residuos de quatro agrotdoxicos (ampolas identificadas
numericamente) e pelo menos 1 amostra Branco;

» A massa a ser pesada da polpa de tomate compreendera o volume total de uma
Gnica ampola ou o somatério de mais unidades, dependendo da metodologia
adotada no laboratério. Caso o laboratério necessite juntar o contetado de duas
ou trés ampolas, o volume final das mesmas devera ser homogeneizado e em
seguida pesado em 3 porg¢des individuais (replicatas).

» As amostras de polpa de tomate deverdo ser analisadas usando o método de

rotina do seu laboratério e a quantificacéo final expressa em mg/kg.

Os laboratorios deverdo fazer os registros das medi¢cdes no formulario para envio dos
resultados do ensaio, enviado por e.mail. O formulario deve ser preenchido, impresso e
enviado a Vice Diretoria Finalistica 2/INCQS, via fax, para o n® (0XX21) 2290-0915, até

a data prevista no cronograma apresentado na carta convite: dia XX/XX/XXXX.
Colocamo-nos a disposicao para informagfes adicionais e esclarecimentos de duvidas,

atraves do telefone: (0XX21)-3865.5187 ou e.mail para

helena.wohlers@incqgs.fiocruz.br.
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ANEXO 3

FORMULARIO PARA ENVIO DO RESULTADO
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagéo Oswaldo Cruz

INCQS

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

FORMULARIO PARA ENVIO DO RESULTADO

CERTIFICACAO DE MATERIAL DE REFERENCIA
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM PURE DE TOMATE

Identificacdo do material de referéncia: INCQS-MRCO1
Amostra: Puré de Tomate

Ensaio: Determinacdo de Residuos de Agrotoxicos

Data de remessa da amostra: XX/XX/XXXX

Os resultados devem ser enviados até o dia: 31/01/2008

FAVOR PREENCHER OS SEGUINTES DADOS:
Nome do laboratorio: XXX — Cédigo Laboratério XX

Data de recebimento da amostra:

Data de envio do resultado:
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SISTEMA DA QUALIDADE :

* O Laboratério é acreditado pela NBR/ISO/IEC 170257

* O Laboratorio € acreditado por outro organismo certificador, qual?

» O ensaio utilizado neste trabalho faz parte do escopo de acreditacao?

* Se o laboratorio ainda néo é acreditado, tem a norma implementada?

« A vidraria utilizada na execucéo do ensaio esté calibrada? | |Sim [ |N&o

» Os certificados sdo da Rede Brasileira de Calibracdo (RBC)?

[ ]sim [ |N&o

* O(s) equipamento(s) utilizado(s) para a execucéo do ensaio estdo qualificados?

[ Jsim [ ]Na&o

«  Os materiais de referéncia utilizados s&o Certificados? [ |Sim | |Nao

 Os materiais de referéncia utilizados encontram-se no prazo de validade do

provedor ou do laboratério?

[ ]sim [ |Nao (Provedor)
[ |sim [ |Nao (Laboratério)
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METODOLOGIA:

Ensaio: DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS
Matriz. PURE DE TOMATE

ATENCAO: A METODOLOGIA ANALITICA A SER UTILIZADA SE RA DE ESCOLHA
DO LABORATORIO, DEVENDO SER CONSISTENTE COM OS PROC EDIMENTOS
DE ROTINA DO MESMO.

Favor responder os questionamentos abaixo e na Tabela 1 sobre material e métodos

utilizados no ensaio:

» Referéncia bibliografica da metodologia analitica utilizada

1) Revista/ Livro/ POP / Legislacao:

Volume / Complemento:

Ano:

Pagina(s):

2) Revista/ Livro/ POP / Legislacéo:

Volume / Complemento:

Ano:

Pagina(s):

Caso tenha utilizado outra(s) referéncia(s) bibliograficas favor acrescentar folha anexa

ao formulario para envio de resultados.

e Peso da Amostra:

* Extracao:
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* “Clean-up”:

* Base do calculo para estimativa da incerteza ou disperséo dos resultados:

Tabela 1 — Informacfes analiticas relevantes sobre o ensaio realizado:

AGROTOXICO

GAMA-HCH

CLORPIRIFOS

FENITROTIONA

PROCIMIDONA

Equipamento:

Fabricante

Modelo

Detector:

Fabricante

Coluna (s):

A — Natureza

Filme, um

Comp, m

®;, mm

B — Natureza

Filme, um

Comp, m

®;, mm

Método de
Quantificacao:
(padréo interno ou
externo)

Curva Analitica :

Foi utilizado efeito
matriz? (sim ou
N&o)

Namero de Pontos

Faixa de
Concentracao

(mg/kg)

Observacoes relevantes:
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RESULTADOS

Ensaio: DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS

Matriz: Puré de Tomate

) RESULTADO | DISPERSAO | RECUPERACAO LIMITE DE LIMITE DE _
AGROTOXICO DOS DETECCAO | QUANTIFICACAO
(mg/kg) RESULTADOS (%) (mg/kg) (mg/kg)

Gama-HCH
Replicata 1
Replicata 2
Replicata 3

Clorpirifés
Replicata 1

Replicata 2
Replicata 3

Fenitrotiona
Replicata 1

Replicata 2
Replicata 3

Procimidona
Replicata 1

Replicata 2
Replicata 3

OBS: Né&o corrigir o resultado para a recuperacao

Comentarios Adicionais:

Data de execucéo do ensaio:

Analista: Assinatura:
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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