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RESUMO

Um método para determinagcdo de multirresiduos de agrotoxicos em feijao
(Phaseolus vulgaris L.) foi desenvolvido e validado. A extragédo e purificagdo foram
realizadas por método QUEChERS modificado e a deteccdo e quantificacdo por
cromatografia liquida associada a espectrometria de massas sequencial
(triploquadrupolo). Para 112 agrotéxicos demonstrou-se que o método foi adequado
ao uso pretendido. A ocorréncia dos residuos de agrotoxicos em feijao comercial foi
estudada com o método validado em 256 amostras coletadas em todos os estados
brasileiros e no Distrito Federal. Foi também conduzido um ensaio de proficiéncia
para o escopo analise de agrotoxicos em feijao, com a participacao de treze
laboratérios. Os itens do ensaio foram preparados pela adi¢ao de oito agrotoxicos
em feijdo orgénico e se mostraram homogéneos e estaveis no periodo do ensaio. Os
resultados dos participantes foram avaliados por trés diferentes métodos de
proficiéncia: Algoritmo A da ISO 13.528:2015, mediana com variacéo interquartil
normalizada e fatores de consisténcia k e h da ISO 5725-2:1994. Os resultados
demonstraram que o método da ISO 5725-25725-2:1994 foi mais adequado para a
analise dos dados. Os laboratérios que analisaram todos os residuos e obtiveram
apenas resultados satisfatérios no ensaio de proficiéncia foram selecionados para a
caracterizagdo de um candidato a material de referéncia contendo doze agrotéxicos
adicionados a feijao organico. Apds a avaliagao da homogeneidade, da estabilidade
ao transporte e a longo prazo, e da caracterizacdo do material, os valores
certificados e suas respectivas incertezas foram: 0,061 mg/kg £ 0,011 mg/kg para
acetamiprido; 0,082 mg/kg + 0,037 mg/kg para ciproconazol; 0,065 mg/kg + 0,018
mg/kg para flutriafol; 0,072 mg/kg £+ 0,013 mg/kg para imidacloprido; 0,048 + 0,022
para piraclostrobina; 0,049 mg/kg + 0,023 mg/kg para piriproxifem; e 0,079 mg/kg *
0,009 mg/kg para propiconazol.

Palavras-chave: garantia da qualidade analitica; avaliagdo externa da qualidade;

rastreabilidade metroldgica, controle de alimentos.
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ABSTRACT

A method for analysis of multiresidues of pesticides in common beans (Phaseolus
vulgaris L.) was developed and validated. The extraction and purification were
carried out by a modified QUEChERS method and the detection and quantification
were reached by liquid chromatography tandem triple quadrupole mass
spectrometer. The method was fit for the purpose of quantification of 112 pesticides.
The occurrence of pesticide residues in commercial beans was studied with the
validated method in 256 samples collected in all Brazilian states and the Federal
District. A proficiency test with thirteen laboratories was also conducted for the
analysis of eight pesticides in organic common beans. The proficiency test items
were homogeneous and stable during the test period. The results of the participants
were evaluated by three different proficiency methods: Algorithm A of ISO 13.528:
2015, median with normalized interquartile range and consistency factors k and h of
ISO 5725-2:1994. The results demonstrated that the method of ISO §725-25725-2:
1994 was more appropriate for the data analysis. The laboratories that analyzed all
the pesticide residues and obtained all satisfactory results in the proficiency test were
selected for the characterization of a candidate reference material containing twelve
pesticides added to organic beans. After evaluation of the homogeneity, the stability
to the transport and the long term stability, and the characterization of the candidate
reference material, the certified values and their respective uncertainties were: 0.061
mg/kg £ 0.011 mg/kg for acetamiprid; 0.082 mg/kg + 0.037 mg/kg for cyproconazole;
0.065 mg/kg + 0.018 mg/kg for flutriafol; 0.072 mg/kg + 0.013 mg/kg for imidacloprid;
0.048 £ 0.022 mg/kg for pyraclostrobin; 0.049 mg/kg + 0.023 mg/kg for pyriproxyfen;
and 0.079 mg/kg + 0.009 mg/kg for propiconazole.

Key words: Analytical quality assurance, external quality assessment, metrological

traceability, food control.
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INTRODUCAO

O feijao comum € a mais importante fonte de proteina da dieta brasileira.
Combinado com o arroz, o feijao é a refeicdo diaria basica para a maioria dos
brasileiros. Nas ultimas décadas, o Brasil tornou-se o maior produtor de feijao
comum no mundo e também o principal consumidor (BURLE et al., 2010).

Existem varios agrotéxicos que estdo sendo comercializados para o uso na
cultura do feijoeiro. Muitos destes produtos tém venda livre nas formulagdes
classificadas nas classes toxicologicas 1l e IV e obrigatoriedade de venda controlada
(classes | e Il). Os agrotoxicos registrados para o uso na cultura do feijoeiro sao
importantes na protegédo das plantas quanto ao ataque de pragas, doengas e plantas
daninhas, mas podem ser perigosos se forem usados de forma incorreta
(EMBRAPA, 2011a). Uma possivel consequéncia do seu uso pode ser a presenga
de residuos de agrotoxicos nos produtos tratados (EUROPEAN COMISSION, 2011).

O Laboratério Central de Saude Publica de Minas Gerais (LACEN-MG),
representado pelo Instituto Octavio Magalhdes da Fundagcdo Ezequiel Dias
(IOM/Funed) desempenha atividades significativas no ambito do Programa de
Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A validagdo de métodos tem como principal objetivo a confirmagédo de que o
meétodo é adequado ao propdsito de uso pretendido (THOMPSON et al., 2002). Ja
os objetivos do controle de qualidade sdo monitorar a estabilidade dos parametros
de desempenho de um meétodo, previamente validado, durante seu uso em
atividades de rotina e manter um controle estatistico do processo de medigao
(VAN DER VOET et al.,, 1999). Como o processo de validagdo, na pratica, nao
consegue incluir a totalidade de variaveis analiticas encontradas durante o uso do
método, o controle de qualidade interno € requerido para fornecer evidéncias do
desempenho do método durante sua aplicagédo (HILL & REYNOLDS, 1999).

A participacdo em ensaios de proficiéncia (EP) tem se tornado uma pratica
comum de controle de qualidade externo para os laboratérios de analise de residuos
de agrotéxicos (MEDINA-PASTOR et al.,, 2010a). Outra ferramenta utilizada no

controle da qualidade analitica € o uso regular de materiais de referéncia (MR) -
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material ou substancia homogénea que tem uma ou mais propriedades bem
estabelecidas (ISO, 2000). O uso de MR e a participagcdo em EP s&o requisitos
fundamentais para os laboratérios que operam seus sistemas de gestdo da
qualidade em conformidade com a ABNT ISO/IEC 17025 (ISO, 2005).

Existe oferta de EP para residuos de agrotoxicos em vegetais, entretanto, os
custos para a participacdo sdo, normalmente, muito elevados, o que, em alguns
casos, inviabiliza a participacdo do laboratério em um numero maior de ensaios.
Além disso, as dificuldades encontradas na importagdao das amostras acarretam,
muitas vezes, a chegada de materiais fora do prazo e em condi¢gdes inadequadas de
temperatura e integridade (BASTOS et al., 2007). Segundo levantamento feito via
banco de dados EPTIS (European Proficiency Testing Information System), no Brasil
e no mundo ja foram realizados varios EP para o escopo residuos de agrotéxicos em
vegetais, mas nenhum para feijao (EPTIS, 2016).

Materiais de referéncia para agrotéxicos em alimentos s&do raros. No Brasil,
nao existe nenhum fornecedor de MR certificado (MRC) para agrotoxicos, o que
dificulta o acesso e, consequentemente, aumenta o custo para o laboratério
(CARDOSO, 2008). Sao disponiveis apenas MR provenientes de EP (BASTOS et
al., 2010).

Dada a importancia do feijdo para a alimentagao e, portanto, para a saude da
populagao brasileira, associada aos riscos decorrentes da presenca de residuos de
agrotoxicos em alimentos, a confiabilidade dos estudos relativos ao monitoramento
destes residuos € extremamente dependente da implementacdo de ferramentas de
controle e garantia da qualidade analitica.

Neste contexto, pretende-se tornar o Laboratério Central de Saude Publica de
Minas Gerais um provedor de EP e fornecedor de MR para o escopo residuos de
agrotoxicos em alimentos, favorecendo o controle da qualidade de laborat6rios
brasileiros e consolidando a atividade de pesquisa no laboratério publico.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi otimizar e validar um método rapido e robusto
e de baixo custo, adequado para a determinagdo de residuos de agrotdxicos em
feijao, realizar um ensaio de proficiéncia e caracterizar um material de referéncia

para o referido escopo analitico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar um método para a determinagcdo de multirresiduos de agrotdxicos
em feijao, empregando cromatografia liquida (CL) associada a espectrometria
de massas sequencial (EM/EM).

e Validar o método otimizado, em processo intralaboratorial, de acordo com
protocolos aceitos internacionalmente.

e Preparar um lote de material para a realizacido de ensaio de proficiéncia de
multirresiduos de agrotoxicos em feijao, incluindo testes de homogeneidade e
estabilidade.

e Coordenar um ensaio de proficiéncia envolvendo laboratérios que realizam
analises de monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos para a
ANVISA.

e Preparar um lote de material com o escopo multirresiduos de agrotoxicos em
feijao para a produgao de material de referéncia certificado.

e Coordenar a caracterizacdo do material pelos laboratérios selecionados no
ensaio de proficiéncia.
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REVISAO DA LITERATURA

1 AGROTOXICOS

O registro de agrotoxicos, seus componentes e afins constitui-se no
instrumento basico do processo de controle governamental sobre estes produtos,
sendo obrigatério em varios paises com o objetivo de minimizar os riscos a saude
humana e ao meio ambiente. Os 6érgdos governamentais envolvidos no processo de
registro tém a incumbéncia de estudar e avaliar as caracteristicas agronémicas,
toxicologicas e ambientais de cada produto, como também de estabelecer as
restricdes e recomendagdes de uso que se fazem necessarias para uma maior
segurancga na utilizagdo dos agrotoxicos (FAO, 1994).

No Brasil, a Lei de Agrotoxicos e Afins n° 7.802, de 11 de julho de 1989,
estabelece que os agrotdéxicos somente podem ser utilizados no pais se forem
registrados em érgéo federal competente, de acordo com as diretrizes e exigéncias
dos 6rgaos responsaveis pelos setores da saude, do meio ambiente e da agricultura
(ANVISA, 2010).

Neste sentido, o Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002, que
regulamentou a Lei, estabelece as competéncias para os trés 6rgéos envolvidos no
registro de agrotoxicos: Ministério da Saude (MS), Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) e Ministério do Meio Ambiente (MMA), através do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA). O MS, por meio
da ANVISA, é o responsavel, dentre outras competéncias, pela avaliacdo e
classificagao toxicolégica de agrotoxicos, pelo estabelecimento do Limite Maximo de
Residuo (LMR) e do intervalo de seguranga de cada ingrediente ativo de agrotdxico
para cada cultura agricola e, junto com o MAPA, no ambito de suas respectivas
areas de competéncia, pelo monitoramento dos residuos de agrotéxicos e afins em
produtos de origem vegetal. E ao MMA cabe avaliar e classificar o potencial de
periculosidade ambiental (ANVISA, 2010).

A ANVISA, ciente de seu papel institucional e provida de condigdes técnicas e
administrativas, iniciou em 2001 o PARA, visando avaliar a qualidade dos alimentos

em relagado aos residuos de agrotéxicos. O Projeto foi transformado em Programa,
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por meio da Resolucdo RDC 119 de 19 de maio de 2003 e veio ao encontro dos
anseios dos profissionais voltados a melhoria da qualidade de vida da populagao,
fornecendo a esta uma ferramenta para garantir a qualidade e seguranga alimentar
guanto aos residuos de agrotoxicos (ANVISA, 2008).

Até 2007, o MAPA realizava apenas o controle de residuos de agrotoxicos em
produtos de origem animal (MAPA, 1999; MAPA, 2010b), mas, em 2008, por meio
da instrucdo normativa numero 42, o MAPA instituiu o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Vegetal que engloba o
monitoramento de residuos de agrotoxicos em vegetais (MAPA, 2008). Em 2010,
foram divulgados os primeiros resultados do Plano (MAPA, 2010a).

O Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) realiza anélises de residuos de
agrotoxicos em horticolas e em agua. O Projeto Alimento Seguro (PAS) idealizado e
desenvolvido pelo IMA, tem como objetivo sensibilizar e mudar o comportamento de
produtores rurais em relagcdo ao uso de agrotoxicos. Langado em 2009, foi
implantado nas propriedades produtoras de tomate e morango, mas o interesse de
outros produtores fez com que fosse estendido para as culturas de batata baroa,
batata inglesa, couve-flor, alface e cenoura. O PAS envolve um conjunto de
diferentes acdes: atividades educativas, fiscalizagdo do comeércio de agrotéxicos,
monitoramento de culturas, analises laboratoriais e, por fim, a concessdo de um selo
de rastreabilidade. Criado em parceira com a iniciativa privada, o selo contém um
cédigo que fica visivel nas embalagens dos alimentos. Por meio desse cddigo, o
consumidor tem acesso ao histérico do produto que comprou. Sao fotos da
propriedade, plantagdo, dados sobre os agrotoxicos usados, numero da receita
agrondmica e os resultados das analises laboratoriais (IMA, 2011).

Segundo a ANVISA (BRASIL, 1989), a classificagdo dos agrotdoxicos €
realizada com base no grau de toxicidade do produto sendo estabelecidas quatro
classes: classe | - Extremamente Toxico (rétulo vermelho); classe Il - Altamente
Toxico (rétulo amarelo); classe Ill - Medianamente Téxico (rétulo azul) e classe IV -
Pouco Téxico (rétulo verde).

A classificagdo toxicolégica dos agrotoxicos esta apresentada na Tabela 1,
tendo como parametros a Dose Letal (DLso) e a Concentracdo Letal (CLso), que

representam as doses estatisticamente derivadas da administracdo Unica de uma
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substancia quimica a qual se espera causar a morte de 50% dos animais de uma
populagdo de organismos expostos, de acordo com a via de administracdo, em

condicdes experimentais definidas.

Tabela 1 - Classificagao toxicoldgica dos agrotdéxicos baseada na Dose Letalso e na
Concentragao Letalso de formulagdes liquidas e sdlidas.

DLso oral DLso dérmica
Classe  Toxicidade (mg/kg) (mg/kg) CLS(E:::}S[éria
Liquido Sodlido Liquido Solido
I Extremamente 20 5 40 10 0,2
Il Altamente 20-200  5-50 40-400 10-100 0,2-2,0
1] Medianamente 200-2000 50-500 400-4000 100-1000 2,0-20,0
v Pouco Toxico  >2000 >500 >4000 > 1000 > 20,0

DL: dose letal; CL: concentracgao letal; Fonte: Brasil, 1989.

Estéo registrados, no Brasil, 1482 produtos comerciais (424 i.a. - ingredientes
ativos), sendo 476 herbicidas (100 i.a.), 398 inseticidas (98 i.a.), 383 fungicidas (106
i.a), 160 acaricidas (52 i.a.), 26 nematicidas (10 i.a.), 15 bactericidas (6 i.a.), 18
inseticidas biolégicos (7 i.a.) e 6 cupinicidas (3 i.a.). Destes, cerca de 673 estdo no
mercado; 56% sao moderadamente ou pouco toxicos. Em 2009, foram
comercializadas 725 mil toneladas de produtos formulados. As principais classes
sdo os herbicidas com 59% (429.693 toneladas), seguido por inseticidas e acaricidas
com 21% (150.189 toneladas), fungicidas com 12% (89.889 toneladas) e outros com
8% (55.806 toneladas). Considerando os ingredientes ativos, foram comercializadas
335.816 toneladas, das quais 61% (202.554 toneladas) foram herbicidas, 18%
(61.254 toneladas) inseticidas e acaricidas, 11% (37.934 toneladas) fungicidas e
10% (34.074 toneladas) outras classes. A soja € a principal cultura (48%), seguida
por milho (11%), cana (8%), algodéo (7%), HFF (4,3%), café (4%) e citros (3%). O
Mato Grosso é o estado lider em vendas (20%), seguido por Sdo Paulo (15%),
Parana (14%), Rio Grande do Sul (11%), Goias (10%) e Minas Gerais (9%). O
mercado de defensivos agricolas no Brasil, em 2009, foi de US$ 6,6 bilhdes (R$ 12,9
bilhdes), 7% a menos que 2008. Deste valor, 0 mercado de herbicidas representou
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38% (US$ 2,5 bilhdes), seguido por inseticidas e acaricidas, com 31% (US$ 2,1
bilhdes), fungicidas com 27% (US$ 1,8 bilhdes) e outros, com 4% (US$ 0,3 bilhdes).
A previsdao para 2010 é que o mercado cresga 10% em relagdo ao ano anterior.
(SINDAG, 2010).

2 FEJAO

O feijao comum € a mais importante fonte de proteina da dieta brasileira.
Combinado com o arroz, o feijao é a refeicdo diaria basica para a maioria dos
brasileiros. Nas ultimas décadas, o Brasil tornou-se o maior produtor de feijao
comum no mundo e também o principal consumidor (BURLE et al., 2010). 100g de
feijdo carioca cru tém a seguinte composigao centesimal: 14% de umidade, 329 kcal
de energia, 20g de proteina, 1,3g de lipideos, 61,2g de carboidratos, 18,4g de fibra
alimentar e 3,5¢g de cinzas (TACO, 2011).

O feijao é um alimento basico para o brasileiro. A média atual de consumo de
feijao per capita é de 12,7 kg por ano. A preferéncia do consumidor é regionalizada e
diferenciada principalmente quanto a cor e ao tipo de grdo. O feijoeiro comum é
cultivado ao longo do ano na maioria dos estados brasileiros, proporcionando
constante oferta do produto no mercado. E cultivado tanto em culturas de
subsisténcia quanto em cultivos altamente tecnificados. A Regido Sul ocupa lugar de
destaque no cenario nacional, seguida pelas Regides Sudeste, Nordeste, Centro-
Oeste e Norte, respectivamente (EMBRAPA, 2005-2007). Segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), na safra 2009/2010, estima-se que a
producao foi de 3.322,5 mil toneladas de feijao e a previsao para a safra 2010/2011
€ de 3.796,9 mil toneladas. O feijao sempre fez parte da dieta dos brasileiros. No
entanto, nos ultimos anos, observa-se uma redugao constante no consumo per
capita do produto. Enquanto em 1975 o consumo per capita de feijdo girava em
torno de 18,5 quilos por habitante/ano, em 2002, esse numero caiu para
aproximadamente 16 quilos por habitante/ano, ou - 12%. Algumas das possiveis
causas da reducao do consumo estao relacionadas com a substituicao por fontes de
proteina de origem animal, o éxodo rural, bem como a mudanga de habitos
alimentares com o advento do fast food, além das fortes flutuacdes de oferta e de

precos e a falta de praticidade no preparo do produto. A cadeia produtiva do feijao
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esta sendo desafiada a encontrar novas oportunidades de mercado. Internamente,
por exemplo, poderia ser reforgada a importancia do valor alimentar do produto, por
meio de campanhas de conscientizacdo dos consumidores. Outra opg¢ao apontada é
a busca do mercado internacional: € uma opg¢ao, no entanto, ndo ha informacoes
suficientes e confiaveis, até o momento, sobre as reais possibilidades de o Brasil se
destacar no mercado mundial de feijao (EMBRAPA, 2011b).

Pesquisadores da Embrapa Arroz e Feijao realizaram um levantamento junto
a Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO) sobre
producdo, comeércio e consumo de feijdo no Brasil e no mundo. Comparou-se o
consumo per capita e a produgao de feijao nos ultimos 30 anos (1975-2004) nos
principais paises produtores e consumidores. A producdo brasileira de feijao em
grao aumentou de 2,28 milhdes de toneladas em 1975 para 3,05 milhdes de
toneladas em 2004 (33,8%). Isso foi possivel gragas ao aumento da produtividade
meédia que saltou de 550,5 kg/ha para 757,2 kg/ha (37,5%). Esse aumento permitiu
atender a demanda interna, em fung¢ao do crescimento populacional, e ainda liberou
aproximadamente 112 mil hectares para outras culturas. Ou seja, produz-se mais em
area menor. Internacionalmente, houve aumento moderado da area colhida (11,5%),
um aumento maior do rendimento (26,7%) e, consequentemente, um aumento ainda
maior da produgéao (41,3%) no mesmo periodo. Enquanto o consumo per capita dos
brasileiros caiu 12% entre 1975 e 2002 (de 18,5 para 16,3 kg/hab/ano), o consumo
per capita mundial caiu 18% no mesmo periodo, passando de 2,8 kg/hab/ano em
1975 para 2,3 kg/ano em 2002. Apesar do constante aumento da produgdo, em
torno de 30%, e da redugc&o do consumo per capita de feijdo, o Brasil ainda possui
ampla demanda insatisfeita, que é abastecida com importacdes, especialmente de
grao tipo preto. Em valores, essas importagées liquidas tém ultrapassado a margem
dos US$ 20 milhdes anuais. Os dez paises com maior consumo per capita de feijao
sdo Burundi, Nicaragua, Ruanda, Uganda, Quénia, Brasil, El Salvador, Cuba, Coréia
do Norte e o México. Para buscar mercados externos, o Brasil precisa, além de
abastecer o mercado interno, desenvolver produtos (melhoramento genético) que
atendam as preferéncias dos consumidores dos paises importadores como india,
Japao, Cuba e ltalia. O pais precisa definir estratégias para alcangar a auto-

suficiéncia e conduzir estudos para identificar as preferéncias dos consumidores de
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paises importadores, além de descobrir formas eficientes de conquista desses
mercados (EMBRAPA, 2011b).

3 METODOS DE ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS

A analise de residuos de agrotdxicos é realizada usando diferentes métodos
para extragdo e purificacdo seguidos geralmente por cromatografia. A extragcao de
residuos de agrotdxicos em amostras produz misturas complexas que, muitas vezes,
requerem etapas de purificagdo e preparagdo de amostra para isolar os agrotoxicos
alvos de analise. Além disso, uma estratégia analitica multirresidual € necessaria
para facilitar a determinagdo quantitativa de residuos de agrotdéxicos, devido as
diferencas entre suas propriedades fisicas e quimicas e técnicas de detecgao
incompativeis (WU et al., 2011).

Alguns laboratérios de determinacdo de residuos de agrotdxicos ainda
utilizam procedimentos desenvolvidos ha 30 anos, quando a analise e os requisitos
legais eram menos rigorosos e a tecnologia nao era tdo avangada como é hoje. Os
métodos tradicionais de determinagao de agrotdxicos em alimentos sdo geralmente
procedimentos de multiplas etapas, requerendo grande quantidade de amostra e um
ou mais procedimentos de purificacdo do extrato. Além disso, eles produzem
quantidades consideraveis de residuos e, frequentemente, um limite suficientemente
baixo de deteccéo € inalcangavel (WILKOWSKA & BIZIUK, 2011).

3.1 O método analitico QUEChERS

Em 2003, foi desenvolvido um método analitico original QUEChERS,
combinando a extragcdo de agrotéxicos de alimentos e purificagdo do extrato. Essa
técnica envolve extracdo em micro escala utilizando acetonitrila e purificagdo do
extrato por extracdo em fase sodlida dispersiva. Desde que foi desenvolvido e
publicado, o método tem ganhado popularidade significativa. E o método de escolha
para a analise de alimentos porque combina varias etapas e aumenta a faixa de

agrotoxicos recuperados mais do que os métodos antigos que utilizam técnicas de
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extragdo mais demoradas. O método tem sofrido varias modificagdes e melhorias ao
longo dos anos desde sua primeira introdugdo. Ele tem sido desenhado para
aprimorar a recuperagao para tipos especificos de agrotoxicos ou de alimentos
(WILKOWSKA & BIZIUK, 2011; HEPPERLE et al., 2015).

O procedimento baseia-se na extragdo por centrifugacdo de uma matriz
alimentar com acetonitrila. A agua é separada da acetonitrila por meio da adigao de
sulfato de magnésio anidro e cloreto de sodio. O extrato é entdo limpo utilizando d-
SPE com PSA que remove eficientemente muitas substancias polares interferentes
presentes na matriz. O extrato preparado desta maneira entdo esta pronto para a
determinacéo final. As pesquisas foram continuadas e o processo foi validado para
mais de 200 agrotoxicos em varias matrizes de composi¢des diferentes. CG-EM e
CL -EM/EM foram utilizados para as determinacdes finais. Os resultados foram muito
bons para a maioria dos residuos de agrotéxicos analisados em frutas e produtos
horticolas, as excegdes foram agrotoxicos que apresentaram problemas de
estabilidade por dependerem do pH. Em matrizes ndo acidas, tais como a alface, os
agrotoxicos sensiveis ao pH basico, como captana, folpete, diclofluanida e
clorotalonil, foram degradados. Esse problema foi superado durante o processo de
extracdo com a adicdo de uma solucédo de 0,1% acido acético ou férmico
(WILKOWSKA & BIZIUK, 2011).

O método tem sido bem-sucedido para a extragcdo de agrotéxicos em uma
variedade de frutas e vegetais, como péssego, pimenta, ervilha e couve, morango,
uva, cebola, limdo, tomate, espinafre, cevada, arroz, ovos, leite, abacate, azeite,
entre outros (WILKOWSKA & BIZIUK, 2011).

O método QUECHhERS é muito flexivel e serve como uma base para receber
modificacdes dependendo das propriedades dos analitos, composi¢cao da matriz,
equipamento e técnica analitica disponivel no laboratério. O método QUECHERS é
também muito robusto e altas recuperagdes podem ser conseguidas para muitos
agrotoxicos em muitas matrizes mesmo para diferentes proporgdes, tipos, tamanho
de amostras, solvente, sais e sorventes utilizados nas modificagbes (LEHOTAY et
al., 2010).

O meétodo QUEChERS possui muitas vantagens sobre os métodos

tradicionais de preparo de amostra para determinagédo de residuos de agrotdxicos,
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dentre elas pode-se citar: altos percentuais de recuperagdo (> 85%) sao obtidos
para um grande numero de compostos de diferentes polaridade e volatilidade,
incluindo pesticidas reconhecidos por sua dificuldade de analise como, por exemplo,
metamidofds, ometoato, imazalil, tiabendazol, diclorvés, piretroides, entre outros;
permite o preparo de 10 a 20 amostras entre 30 e 40 minutos; utilizacdo de um
pequeno volume de solventes, além de nao utilizar solventes clorados, a adi¢cao de
acetonitrila, quando realizada com dispensadores, faz com que o analista tenha uma
exposicao minima a este solvente; um unico analista pode realizar o preparo da
amostra; ndo requer a utilizagdo de muitos materiais e equipamentos, bem como
espaco fisico durante a execugao do método (PRESTES et al., 2009).
Considerando-se a alta sensibilidade das técnicas cromatograficas
disponiveis atualmente, principalmente com CG-EM/EM e CL-EM/EM, o método
QUEChERS ¢é adequado e constitui o estado da arte para a determinagao

multirresiduo de pesticidas em diferentes alimentos (PRESTES et al., 2009).

3.2 Cromatografia liquida e espectrometria de massas sequencial

Nos ultimos anos, o numero de compostos compativeis apenas com
cromatografia liquida em relagdo aos compativeis com a amplamente utilizada
cromatografia gasosa aumentou. Por isso, a cromatografia liquida acoplada a um
espectrOmetro de massas e a cromatografia liquida acoplada a um espectrébmetro de
massas acoplado a espectrometria de massas sequencial tém sido empregadas de
modo crescente. Contudo, a necessidade de determinar grande numero de
compostos ndo compativeis com a cromatografia gasosa fez com que a alta
sensibilidade, seletividade e capacidade de quantificagdo das novas técnicas de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas levasse a um grande
desenvolvimento dos métodos de multirresiduos de agrotéxicos (KMELLAR et al.,
2011).

A técnica de separagdo mais utilizada para agrotoxicos € a cromatografia
liguida com fase reversa C18 apolar e, em menor extensdo, C8 ligadas em fase
estacionaria de silica. A fase modvel é selecionada considerando-se a separagao

cromatografica ideal, a ionizagao eficaz e o desempenho global da espectrometria
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de massas. Ao longo das ultimas duas décadas, diferentes interfaces foram
desenvolvidas utilizando diferentes métodos para conseguir a ionizagdo dos
compostos-alvos antes da analise por espectrometria de massas. Os métodos de
ionizagdo a pressao atmosférica ionizagao por electrospray (ESI), ionizagéo quimica
a pressao atmosférica (APCI) e fotoionizagdo a pressao atmosférica (APPI) sdo os
mais utilizados para a determinagdo de agrotoxicos em amostras de alimentos e
agua (BOTITSI et al. 2010).

Os métodos que utilizam triplo quadrupolo s&o os mais usados para a analise
de agrotoxicos em amostras de alimentos e agua devido a alta sensibilidade,
seletividade e especificidade, ampla faixa linear (trés ordens de grandeza) e
precisédo (a repetitividade das areas dos picos € geralmente inferior a 10%) obtidas
com esses analisadores. A utilizagdo do modo de monitoramento de reagao multipla
(MRM) oferece excelente seletividade para a analise de tracos e reduz a
probabilidade de interferéncias espectrais, permitindo a identificagdo geralmente
pelo monitoramento composto por duas transi¢des alvo (BOTITSI et al. 2010) .

4 VALIDAGAO DE METODOS

A validacado de métodos € um importante requerimento na pratica de analises
quimicas. Muitas recomendacgdes relacionadas a validagdo de métodos ja existem
na literatura, especialmente relacionadas a métodos particulares, mas
frequentemente s&o subutilizadas (EURACHEM, 1998).

A validagdo de um método € a confirmagéo, por exame e evidéncia obijetiva,
de que os requisitos para um determinado uso sao atendidos (ISO, 2005).

E essencial que os estudos de validacédo sejam representativos. Isto significa
que os metodos devem cobrir as faixas de concentragcdo e diferentes tipos de
amostras dentro do escopo do método (THOMPSON, 2002). Esta implicito no
processo de validacdo, que os estudos para determinagdao dos parametros de
desempenho sao realizados utilizando equipamentos dentro das especificacdes e
adequadamente calibrados. Da mesma forma, o analista envolvido nos estudos deve
ser competente na area em questao e ter conhecimento suficiente para ser capaz de

tomar decisdes apropriadas a partir de suas observagdes (EURACHEM, 1998).
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Parametros de desempenho tipicos na validacao intralaboratorial de métodos
sdo: aplicabilidade, seletividade, linearidade da curva de calibragdo, veracidade,
precisdo, limites de deteccdo e quantificacdo, limite de decisdo, capacidade de
deteccéo e sensibilidade (AOAC, 1998).

A aplicabilidade inclui especificagbes sobre a faixa de concentragdo coberta
pela validagdo, os tipos de matriz, os equipamentos, reagentes e procedimentos
analiticos, protocolos de calibracdo e precaugbes com a seguranga (THOMPSON,
2002).

A seletividade é a capacidade do método em determinar exata e
especificamente o analito de interesse na presenca de outros componentes na
matriz sob condigdes de teste determinadas (EURACHEM, 1998).

Linearidade é a habilidade de extrair resultados que sejam diretamente, ou
por meio de transformagdes matematicas bem definidas, proporcionais a
concentragdo de analitos em amostras dentro de uma dada faixa (HUBER, 1998).
Para qualquer método quantitativo, é necessario determinar a faixa de concentracao
do analito na qual o método pode ser aplicado, e dentro desta faixa de trabalho deve
existir uma resposta linear. A relacdo entre a resposta do instrumento e a
concentragdo nao necessita ser perfeitamente linear para que um método seja
eficaz, mas deve haver repetibilidade da curva em dias diferentes (EURACHEM,
1998).

A veracidade é a extensao na qual os resultados gerados por um método e os
valores verdadeiros concordam (HUBER, 1998).

A precisao indica o grau de disperséo de diversos valores individuais em torno
do valor mais provavel. As duas medidas de precisdo mais comuns sao a
repetibilidade e reprodutibilidade. Elas representam os dois extremos de medidas de
precisdo que podem ser obtidos. A repetibilidade representa a variabilidade
encontrada quando resultados independentes s&do obtidos utilizando o mesmo
método, em um mesmo laboratério, o mesmo analista, usando o mesmo
equipamento em um curto intervalo de tempo. A reprodutibilidade representa a
variabilidade encontrada quando resultados sao obtidos utilizando o mesmo método,
em laboratorios diferentes, com diferentes analistas e usando equipamentos

diferentes. Tanto a repetibilidade quanto a reprodutibilidade sao geralmente
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dependentes da concentragcédo do analito (EURACHEM, 1998). Existe ainda o termo
precisdo intermediaria para definir a avaliacdo da precisdo sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério,
quando se definem exatamente quais as condicbes a variar, como: diferentes
analistas, diferentes equipamentos ou diferentes dias (EUROPEAN COMMISSION,
2002).

Limite de deteccdo &€ a menor concentragdo detectada em amostras
adicionadas, mas nao necessariamente quantificada, distinguida de zero, cuja
relacdo sinal / ruido > 3 (SOUZA et al., 2005).

Limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito na amostra que pode
ser quantitativamente determinada com precisdo e veracidade apropriadas para o
analito e matriz considerados (AOAC, 1998)

A sensibilidade é o parametro que descreve quanto a resposta muda com

mudancas na concentrag&o do analito (BRUCE et al., 1998).

5 COMPARAGOES INTERLABORATORIAIS

Programas interlaboratoriais (PIl) séo utilizados para varios propdésitos e seu
uso vem crescendo internacionalmente. Propdsitos tipicos para programas
interlaboratoriais incluem:

i) avaliagdo do desempenho de laboratorios para ensaios ou medigdes
especificas e monitoramento do desempenho continuo de laboratérios com os EP;

ii) certificacdo de material com a validagdo da incerteza declarada;

iii) avaliagdo das caracteristicas de desempenho de um método (ISO, 2010).
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5.1 Ensaio de proficiéncia

Ensaios de proficiéncia envolvem o uso de comparacgdes interlaboratoriais
para a determinagao do desempenho do laboratério (ISO, 2010). Com o advento de
um reconhecimento mutuo na Europa e no mundo, atualmente é essencial que os
laboratérios participem de testes de proficiéncia que fornegam interpretacéo e

avaliagao de resultados que sejam transparentes para o laboratoério e seu cliente.

5.1.1 Importancia

Através da participacdo em ensaio de proficiéncia, o laboratdrio verifica seu
desempenho em relacdo aos outros laboratérios. Conhecendo o seu desempenho, o
laboratorio pode avaliar a sistematica de ensaio adotada e, assim, identificar
possiveis problemas, a partir dos quais, devera definir agdes corretivas, preventivas
e de melhoria. Além disso, pode verificar e validar o método utilizado, a incerteza

estimada e a eficiéncia dos controles internos (ALBANO et al., 2011).

5.1.2 Documentos orientativos

A ISO 17043 (ISO, 2010) foi elaborada para fornecer uma base consistente a
todas as partes interessadas para determinar a competéncia de organizagdes

provedoras de ensaios de proficiéncia.

5.1.3 Avaliacdo da homogeneidade e da estabilidade

O lote do material preparado para o ensaio de proficiéncia deve ser
homogéneo e estavel, em relagdo a cada analito, para assegurar que todos os
laboratérios recebam material que nao apresente diferenga significativa da
concentragdo média. O provedor do programa deve indicar claramente o
procedimento utilizado para estabelecer a homogeneidade do material de ensaio
(THOMPSON et al., 2006).

O protocolo harmonizado sobre ensaios de proficiéncia em laboratérios de

ensaios quimicos detalha aspectos importantes sobre o preparo do material, como
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delineamento experimental e estatisticas aplicadas aos testes para avaliacdo da
homogeneidade e estabilidade (THOMPSON & LOWTHIAN, 1996; FEARN &
THOMPSON, 2001; THOMPSON et al., 2006).

Outro requisito fundamental é a estabilidade dos materiais durante o esquema.
Considerando que os alimentos sdo misturas complexas, as propriedades dos
analitos e dos componentes da matriz devem ser consideradas. A estabilizagcado do
material de teste para analise de alimentos deve ser adaptada para cada caso e
deve ser estudada detalhadamente antes do processamento para respeitar ao
maximo a integridade do material. Geralmente, os materiais sdo secos para evitar
mudangas quimicas e microbiologicas. Isso pode ser feito com aquecimento ou por
liofilizacdo, dependendo da volatilidade dos analitos e dos componentes da matriz.
Alguns materiais podem ser esterilizados por irradiagdo, mas irradiagdo y destroi
substancias organicas como os pesticidas. A estabilizagdao do material de teste pelo
congelamento simples é facil, mas nao é muito pratico devido as dificuldades com o
transporte (MAIER et al., 1993). Se a estabilidade gera problemas, deve-se levar em
conta a vida total do material de referéncia, desde a preparacao, passando pelo
transporte, estocagem e analise pelos participantes. As instru¢gdes sobre o intervalo
de tempo para a andlise também devem ser informadas (SOUZA & JUNQUEIRA,
2005b).

5.1.4 Determinagao do valor designado

O valor designado € uma estimativa do valor do mensurando que é utilizado
com o proposito de calcular as pontuacdes. Ele deve ser determinado por um dos

seguintes métodos:

- determinado por um laboratério de referéncia;

- os valores certificados para um material de referéncia certificado utilizado
como um material de ensaio;

- comparacao direta do material do teste de proficiéncia com materiais de
referéncia certificados;

- consenso de laboratérios especializados;
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- formulagéo (isto €, atribuicdo de valor com base em proporgdes utilizadas
em uma solugdo ou outra mistura de ingredientes com teor de substancia
conhecida);

- um valor consensual (isto é, um valor derivado diretamente dos resultados
reportados) (THOMPSON et al., 2006).

5.1.5 Avaliacao de desempenho

Os laboratérios sdo avaliados com a diferenga entre seu resultado e o valor
designado. Uma pontuagédo de desempenho é calculada para cada laboratorio.

Para cada analito em uma rodada, um critério de desempenho deve ser
estabelecido, com o qual o desempenho obtido por um laboratério pode ser julgado.
O critério de desempenho é fixado de modo a garantir que os dados analiticos da
rotina do laboratério sdo de uma qualidade adequada para a sua finalidade
(THOMPSON et al., 2006).

5.2 Caracterizagao de material de referéncia

Segundo definicdo da ISO GUIA 30 (ISO, 2000a), MR é “um material ou
substancia homogénea que tem uma ou mais propriedades bem estabelecidas para
ser usado na calibracdo de um equipamento, na avaliagdo de um método de
medicao ou atribuicdo de valores a materiais”.

Um material de referéncia certificado (MRC) é acompanhado de
documentagao emitida por um 6rgado competente, fornecendo um ou mais valores de
propriedades especificados com as incertezas associadas e rastreabilidade
comprovada, utilizando procedimentos validos (VIM, 2008).

De acordo com as definicbes relacionadas acima, os MRC constituem um
subgrupo dos MR.

De acordo com o ABNT ISO GUIA 33 (ISO, 2002), os seguintes critérios se
aplicam, de maneira geral, a adequagao para uso dos materiais de referéncia:
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a) O material e os valores de propriedade que estdo incorporados a ele
devem ser estaveis por um periodo de tempo aceitavel, sob condigdes

reais de armazenamento, transporte e utilizacao.

b) O MR deve ser suficientemente homogéneo, para que os valores de
propriedade medidos em uma porcao do lote se apliquem a qualquer outra

porcao do lote dentro de limites aceitaveis de incerteza.

c) Os valores de propriedade do MR devem ter sido estabelecidos com uma

incerteza suficiente para a utilizag&o final do MR.

d) Com relagdo ao MRC, deve estar disponivel documentacédo clara e os
valores de propriedade estabelecidos.

5.2.1 Importancia

E reconhecido internacionalmente que um laboratério deve tomar medidas
apropriadas para assegurar que é capaz de fornecer dados com a qualidade
requerida. Tais medidas incluem o uso de métodos de analise validados,
procedimentos de controle de qualidade internos, participacdo em ensaios de
proficiéncia e acreditagéo a padrao internacional (THOMPSON & LOWTHIAN, 1993).
Todas as medidas devem ser tomadas para alcancar a melhor reprodutibilidade e
para assegurar a exatidao das determinagdes. O proprio laboratorio pode melhorar a
precisdo, mas a veracidade s6 pode ser atingida utilizando um MRC (GRIMALT et
al., 2015).

5.2.2 Documentos orientativos

O ISO GUIA 30 (2000) recomenda os termos e os significados que devem ser
associados a eles quando relacionados a MR, com atengao particular aos termos
que sao usados nos certificados de MR e nos relatérios de certificagcao
correspondentes. O ISO GUIA 31 (2004) auxilia os produtores na elaboragao de

certificados claros e concisos para acompanhar um MRC. O ISO GUIA 32 (2000) foi
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elaborado para esclarecer a implementacdo dos principios da rastreabilidade
metrolégica em quimica, identificando algumas recomendagdes gerais no caso de
erros graves na calibragdo dos parametros associados a analise quimica e aos
ensaios de materiais. O ABNT ISO GUIA 33 (ISO, 2002) discute a utilizagdo de MRC
e suas aplicagdes corretas. O ISO GUIA 34 (2004) traz os requerimentos gerais para
a competéncia de produtores de materiais de referéncia. O ISO GUIA 35 (2006)
aborda topicos como incerteza de medigdo, homogeneidade de materiais, principios

de certificacdo, bem como, técnicas estatisticas aplicadas para esses fins.
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CAPITULO | - RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM FEIJAO (PHASEOLUS
VULGARIS, L.): VALIDAGAO DE METODO E OCORRENCIA NO BRASIL.

RESUMO

Um método QUEChERS foi modificado e validado para analise de residuos de
agrotoxicos em feijao por cromatografia liquida associada a espectrometria de
massas sequencial. Foram estudados 112 agrotdxicos e para todos demonstrou-se
que o método foi adequado ao uso pretendido. O estudo da linearidade foi realizado
garantindo o atendimento as premissas da regressao linear simples. Para seis
agrotoxicos foram observados desvios da linearidade: Benalaxil, Etion, Metolacloro,
Paration, Piridabem e Quinalfés. O estudo das médias de recuperagao e da precisao
do método em condigdes de repetibilidade e de precisado intermediaria foi realizado.
Flazassulfurom apresentou resultados insatisfatérios quanto a médias de
recuperacao e desvios padroes relativos. Limite de deteccao, seletividade e
especificidade foram testados por recuperacdes e analise de amostras brancas. A
ocorréncia dos residuos de agrotoxicos validados foi estudada em 256 amostras
coletadas em todos os estados brasileiros e no Distrito Federal. Das 256 amostras
analisadas, 24 (9,4%) apresentaram resultado insatisfatério. Foram encontrados 25
residuos nao autorizados (22 amostras) e 2 residuos acima do LMR (2 amostras) de

acordo com a legislagao brasileira.

Palavras-chave: Validagdo de método, residuos de agrotoxicos, feijago, QUEChERS,

CL-EM/EM, ocorréncia no Brasil
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1 INTRODUGAO

O feijao é uma fonte importante de proteinas, algumas vitaminas, minerais,
compostos fendlicos e carboidratos complexos (MOJICA & MEJIA, 2015). 100g de
feijdo carioca cru apresentam a seguinte composicado centesimal: 14% de umidade,
20g de proteina, 1,3g de lipideos, 61,29 de carboidratos e 18,4g de fibra alimentar
(TACO, 2011).

Varios agrotoxicos sao comercializados para o uso na cultura do feijoeiro e
sdo importantes na protegdo das plantas, mas podem ser perigosos se forem
usados de forma incorreta (EMBRAPA, 2011a). Uma consequéncia do seu uso € a
presenca de residuos de agrotdoxicos nos produtos tratados (EUROPEAN
COMISSION, 2011). Assim, o monitoramento de residuos de agrotdxicos em feijao é
importante para a protecao da saude publica.

Apesar dos avangos tecnoldgicos da instrumentagdo, a determinacao de
residuos de agrotoxicos em matrizes complexas de alimentos ainda representa um
desafio para os analistas (GONZALEZ-CURBELO et al.,2014; LOZANO et al., 2016).
Em 2003, foi desenvolvido o método analitico QUEChERS, combinando a extracao
de agrotéxicos de alimentos e a purificagdo do extrato (ANASTASSIADES et al.,
2003). Essa técnica envolve extragdo em microescala utilizando acetonitrila e
purificacdo por fase solida dispersiva. Desde que foi desenvolvido e publicado, tem
sido amplamente utilizado porque amplia a faixa de agrotdxicos recuperados mais
do que outros métodos que utilizam técnicas de extracdo mais demoradas. Varias
modificagdes e melhorias foram realizadas ao longo dos anos desde sua primeira
introducao e tem sido moldado para aprimorar a recuperagao para tipos especificos
de agrotoxicos e de alimentos (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015; LOZANO et al.,
2016; LOZANO et al., 2012; RAJSKI et al., 2013; WILKOWSKA & BIZIUK, 2011).
Apesar disso, o método QUEChERS tem sido pouco utilizado para a extragdo de
agrotoxicos em leguminosas (GONZALEZ-CURBELO et al., 2012).

Apos as etapas de extracdo e purificagdo das amostras, a cromatografia
liquida associada a espectrometria de massas sequencial tem sido a técnica mais
utilizada para a determinacao de residuos de agrotdxicos em alimentos (ALDER et
al., 2006; BOTERO-COY et al., 2012; NUNEZ et al., 2012; RIZZETTI et al., 2016).

37



A validagado de métodos tem como principal objetivo a confirmacé&o de que o
método é adequado ao propédsito de uso pretendido (THOMPSON et al., 2002). Uma
validagao incompleta ou equivocada € uma importante fonte de erro em analise de
alimentos. Um procedimento de validagdo baseado em estatisticas consistentes,
incluindo a verificagdo de premissas relacionadas a cada teste estatistico é
recomendavel (SOUZA et al., 2007).

Dada a importancia do feijao para a alimentagao e, portanto, para a saude da
populagao brasileira, associada aos riscos decorrentes da presenca de residuos de
agrotoxicos em alimentos, a confiabilidade dos estudos relativos ao monitoramento
destes residuos € extremamente dependente da implementacdo de ferramentas de
controle e garantia da qualidade analitica.

O objetivo deste estudo foi validar um método QUEChERS para analise de
residuos de agrotoxicos em feijdo e utiliza-lo para monitorar amostras de feijao do
Programa Nacional de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos

coordenado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e amostras

Os padrbes de agrotoxicos foram adquiridos do Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Alemanha). As concentragdes das solugbes estoque preparadas foram corrigidas
pela pureza dos padrbes de referéncia. Reagentes utilizados: acetona para analise
(pa) foi adquirida da Merck (Darmstadtb, Alemanha), acetona para analise de
residuo (par) foi adquirida de J.T.Baker (Phillipsburg, EUA), acetonitrila para
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi adquirida da Merck (Darmstadtb,
Alemanha), metanol para cromatografia liquida de alta eficiéncia foi adquirido de J.T.
Baker (Center Valley, EUA), acido férmico e formiato de amonio foram adquiridos da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), sulfato de magnésio anidro foi adquirido da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, EUA), agua ultrapura foi gerada pelo Milli-Q Gradient da
Millipore (Billerica, EUA), sulfato de magnésio anidro foi adquirido da Merck

(Darmstadtb, Alemanha), cloreto de sddio pa foi adquirido de J.T.Baker (Phillipsburg,

38



EUA) e amina primaria secundaria (PSA) com particulas de 40 uym foi adquirida da
Agilent Technologies (Santa Clara, EUA). Equipamentos utilizados: Cromatografo
liquido modelo 1200 acoplado a espectrobmetro de massas sequencial
(triploquadrupolo) modelo 6460 da Agilent Technologies (Santa Clara, EUA) com
software Masshunter versdo B.07.01, moinho e banho termostatizados da Marconi
(Piracicaba, Brasil) modelos MA 090/CFT e MA-184, respectivamente, centrifuga
refrigerada da Thermo Scientific (Waltham, EUA) e pipetadores automaticos Thermo
Scientific (Waltham, EUA) e HBL Lab Solugbes (Warszawa, Polbnia), Centrifuga
refrigerada Jouan Cr3i Thermo Scientific (Waltham, EUA), balan¢a Sartorius TE 612
(Gottingen, Alemanha), balanga Scientech AS 210 (Boulder, EUA), balang¢a Sartorius
BP 211 D (Gottingen, Alemanha), freezer Thermo Scientific (Waltham, EUA), capelas
quimicas de exaustdo Poliscience e Engelab. Feijao organico foi adquirido em loja
de produtos organicos de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. As amostras de
feijao (3 kg) de diferentes variedades disponiveis no mercado brasileiro foram
coletadas pelos fiscais das vigilancias sanitarias de cada estado brasileiro e do
Distrito Federal, uma por semana, por 10 semanas, de outubro a dezembro de 2014,
e enviadas ao laboratério que € acreditado na NBR ISO/IEC 17025 para analise de
residuos de agrotoxicos em frutas e hortalicas pelo INMETRO (CRL 0322) desde
2011.

2.2 Condigoes da cromatografia liquida associada a espectrometria de massas

sequencial

Foi utilizada coluna Zorbax SB-C18 Rapid Resolution HT (4,6 mm x 150 mm)
com particulas de 1.8 micrometros e pressdao maxima de 600 Bar. A fase movel
utilizada foi constituida pela fase A: agua, 0,01% de acido formico e 5 mmol/L de
formiato de amoénio e pela fase B: metanol, 0,01% de acido férmico e 5 mmol/L de
formiato de aménio. Corrida iniciada com 50% da fase A e 50% da fase Bde 0 a 5
minutos e aumentando até 100% de fase B de 5 a 20 minutos, sendo mantido assim
de 20 a 25 minutos. Retornando a condig¢ao inicial em 5 minutos. Fluxo de fase
movel constante de 0,6 mL/min). Temperatura do injetor: 15°C. O volume de injegao

foi de 10 uL. Os parametros da fonte foram: temperatura do gas de 300°C, fluxo de
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gas de 9 mL/min, nebulizador a 45 psi, temperatura e fluxo da cortina de gas de
250°C e 11 L/min, capilar de entrada a 4500 V e voltagem da agulha de 500 V. Foi
utilizada ionizagao electrospray positiva. O método de aquisigdo de dados utilizado
foi MRM (multiple reaction monitoring) e foram monitoradas duas transi¢bes para
cada agrotdxico, uma para quantificagdo e uma para confirmagao, considerando-se
também a proporgcdo entre elas para a identificagdo. A tolerancia de proporcao
permitida foi de £+ 30% da média das propor¢des apresentadas pelas transigbes dos
padrées de cada agrotdxico injetados na mesma corrida (GRANDE-MARTINEZ et
al., 2015; MOL et al.,, 2015; SANTE, 2015). Os agrotdxicos, as transigdes e os

parametros de aquisicao dos dados sédo apresentadas na Tabela I.1.

Tabela 1.1 - Agrotdxicos, transi¢cdes e parametros de aquisi¢ao dos dados.

] . Energia

lon lons Tempo de
Agrotoxico Fragmentador de

precursor produto retencéo

colisao

Acefato 184 143/95 90 5/20 2,75
Acetamiprido 223 126/56 80 15/15 4,56
Aldicarbe 208 116/89 80 10/24 6,60
Aldicarbe sulfona 223 148/76 80 5/5 2,87
Aletrina 303 151/135 100 5/5 20,02
Ametrina 228 186/96 120 20/25 12,92
Aminocarbe 209 152/137 120 10/20 5,94
Atrazina 216 174/132 120 15/20 10,73
Azinfés-etilico 346 137/97 80 20/32 14,79
Azinfés-metilico 318 132/125 80 8/12 11,94
Benalaxil 326 294/148 120 5/10 16,99
Bitertanol 338 99/70 70 10/15 17,12
Boscalida 343 307/271 160 12/28 13,38
Bromacila 261 205/188 80 10/20 8,27
Bromuconazol 376 159/70 150 24/16 14,87
Buprofezina 306 201/116 120 10/15 19,76
Cadusafos 271 159/131 100 5/20 18,16
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Carbaril
Carbendazim
Carboxina
Clorfenvinfos
Clorfluazuron
Clorpirifés-etilico
Clofentezina
Clomazone
Clotianidina
Cianazine
Ciazofamida
Cimoxanil
Ciproconazol
Ciprodinil
Diazinona
Diclorvés
Dicrotofos
Diflubenzurom
Dimetoato
Diniconazole

Dissulfotom

Dissulfotom sulfona
Dissulfotom sulféxido

Diurom

Etiona
Etofemproxi
Etoprofés
Etrinfos
Fenamifos
Fenpiroximato
Fentiona

Flazassulfurom

202
192
236
359
540
350
303
240
250
241
325
199
292
226
305
221
238
311
230
326
275
307
291
233
385
394
243
293
304
422
279
408

145/117
160/132
143/87
155/127
383/158
198/97
138/102
125/89
169/132
214/96
261/108
128/111
125/70
108/93
169/153
145/109
127/112
158/141
199/171
159/70
89/61
125/97
185/157
160/72
199/171
359/177
173/131
265/125
234/217
366/135
247/169
227/182

80
90
120
120
120
100
80
120
90
120
80
80
120
120
160
120
90
80
80
120
80
100
80
120
80
100
105
120
120
130
120
120

5/10
20/25
15/20
10/15
15/15
20/20
15/20
20/30

5/15
15/24

5/15

5/15
15/15
30/40
20/20
15/15

15/5
10/15

5/10
30/25

5/20
10/30
10/20
20/20

5/15

5/5

8/16
15/20
15/20
15/40
10/15
15/20

8,93

5,46

8,99

17,05
20,36
19,97
17,29
12,70
3,94

7,07

14,76
5,13

14,20
16,58
16,88
8,05

3,57

15,24
4,53

17,58
17,74
10,23
10,11
10,81
19,51
22,73
15,45
16,58
15,69
21,24
16,31
10,68
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Fluasifope-p-butilico
Flutriafol
Heptenofds
Hexaconazol
Hexitiazoxi
Imazalil
Imibenconazol
Imidacloprido
Indoxacarbe
Iprovalicarbe
Linuron
Malaoxon
Malationa
Metalaxil
Metconazol
Metamidofos
Metidationa
Metiocarbe
Metolaclor
Mevinfés
Monocrotofés
Miclobutanil
Ometoato
Paraoxon-etil
Paraoxon-metil
Parationa-etilica
Pencicurom
Pendimetalina
Fentoato
Forato
Fosmete

Fosfamidona

384
302
251
314
353
297
411
256
528
321
249
315
331
280
320
142
303
226
284
225
224
289
214
276
248
292
329
282
321
261
318
300

328/282
123/70
127/125
159/70
228/168
201/159
171/125
209/175
203/150
203/119
182/160
127/99
127/99
220/192
125/70
125/94
145/85
169/121
252/176
193/127
193/127
125/70
183/125
220/174
202/90
236/94
218/125
212/194
247/163
199/75
160/133
174/127

120
120
80
120
120
120
100
80
120
80
120
100
80
120
120
80
80
80
120
80
100
120
80
120
120
100
120
80
80
60
80
130

15/20
20/15
15/15
10/20
10/20
15/20
15/20
10/10
36/16
5/20
15/20
5/20
5/10
10/15
30/25
10/15
5/10
5/10
10/15
1/15
0/10
20/15
5/20
10/25
20/25
8/45
15/20
5/10
5/10
0/4
5/40
10/20

18,77
10,32
11,58
16,81
19,88
14,10
19,20
3,78
17,61
14,71
12,32
8,35
13,62
11,47
16,94
2,78
11,61
13,22
16,08
4,47
3,26
13,89
2,84
10,31
6,53
15,71
17,48
20,09
15,93
17,21
12,18
7,05
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Picoxistrobina 368 205/145 80 5/20 15,65

Pirimicarbe 239 182/72 120 15/20 10,70
Pirimifos-etilico 334 198/182 120 20/25 19,52
Pirimifés-metilico 306 164/108 120 20/30 17,48
Procloraz 376 308/266 80 10/10 17,96
Propargito 368 231/175 90 10/10 20,50
Propiconazol 342 159/69 80 20/20 17,32
Propoxur 210 168/111 120 5/10 8,38
Piraclostrobina 388 194/163 60 10/20 17,07
Pirazofds 374 222/194 120 20/30 17,52
Piridabem 365 309/147 120 10/20 21,82
Pirimetanil 200 183/107 80 25/25 13,24
Piriproxifem 322 185/96 120 10/15 19,73
Quinalfés 299 163/147 120 20/20 16,25
Quizalofope-p-etil 373 299/271 120 15/25 18,87
Simazina 202 132/124 120 20/20 8,42
Tebuconazol 308 125/70 120 30/20 16,30
Temefés 467 419/125 120 8/24 19,05
Terbufés 289 103/57 155 5/16 19,22
Tetraconazol 372 159/70 62 36/16 14,66
Tiabendazol 202 175/131 150 30/40 7,30
Tiacloprido 253 186/126 120 10/20 5,38
Tiametoxam 292 211/181 90 10/20 3,26
Tiobencarbe 258 125/100 80 25/5 17,57
Triadimefom 294 197/69 90 15/20 14,18
Triazofos 314 162/119 70 20/30 14,19
Triclorfom 257 221/109 120 10/20 4,62
Trifloxistrobina 409 206/186 120 10/15 17,89
Triflumizol 346 278/73 120 5/10 18,39
Vamidotiona 288 146/118 80 10/20 4,17
Zoxamida 336 187/159 80 16/36 16,53

Fragmentador (V), Energia de colisao (V), Tempo de retengdo (min), janela de retengédo de 1,5min e

polaridade positiva.
43



2.3 Preparacao dos padroes em matriz

Foram utilizadas 8 diferentes concentragdes da mistura de padrées em matriz:
0,0025 mg/kg, 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,08
mg/kg e 0,10 mg/kg; exceto para Clorfenvinfos, Clorpirifés, Ciproconazol, Diclorvos
(DDVP), Diniconazol, Dissulfotom, Fentoato, Flazassulfurom, Imazalil, Pirimifos-
etilico e Quinalfés: 0,005 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,08 mg/kg,
0,12 mg/kg, 0,16 mg/kg e 0,20 mg/kg; para Bromuconazol, Terbufés e Temefés: 0,01
mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,16 mg/kg, 0,24 mg/kg, 0,32 mg/kg e
0,40 mg/kg; e para Forato e Paration: 0,02 mg/kg, 0,04 mg/kg, 0,08 mg/kg, 0,16
mg/kg, 0,32 mg/kg, 0,48 mg/kg, 0,64 mg/kg e 0,80 mg/kg.

2.4 Desempenho do método

Para o estudo da linearidade, foram preparadas 3 curvas de calibracdo em
matriz com 6 pontos. Brancos foram utilizados para controle da seletividade. A
linearidade foi estudada segundo SOUZA & JUNQUEIRA (2005a). O método dos
minimos quadrados ordinarios foi utilizado para estimar os parametros da regressao.
O teste de residuos padronizados Jacknife foi aplicado para a detec¢cao de valores
dispersos (outliers). Testes de Ryan-Joiner, Brown-Forsithe e Durbin-Watson foram
utilizados para verificar, respectivamente, normalidade, homoscedasticidade e
independéncia dos residuos. Analise de variancia foi utilizada para verificar a
adequacao do ajuste ao modelo linear.

Veracidade e precisdo (sob condi¢des de repetibilidade — mesmo dia e
mesmo analista - e precisdo intermediaria — dias diferentes e analistas diferentes)
foram pesquisadas em ensaios com amostras brancas adicionadas em niveis
correspondentes ao nivel mais baixo, a um nivel intermediario e ao nivel mais alto
da faixa de operacédo linear encontrada, sendo doze replicatas independentes de
cada nivel. As amostras foram divididas em quatro lotes com 3 replicatas de cada
nivel, analisados em quatro dias diferentes por dois analistas: dias 1 e 2 pelo
analista 1 e dias 3 e 4 pelo analista 2 (SOUZA et al., 2007).
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Os resultados de recuperacgao obtidos foram analisados quanto a presenca de
valores dispersos pelo teste de Grubbs (SOUZA et al., 2007).

Falta de veracidade foi investigada por meio das médias de recuperagao
obtidas para as doze replicatas de amostras adicionadas em cada nivel de
concentracdo. Foram consideradas aceitaveis médias de recuperacao entre 70 e
120% (SANTE, 2015).

As precisbes sob condicdes de repetibilidade e precisdo intermediaria
variando-se dia e analista foram expressas em termos de desvios padrao relativos e
estimadas por analise de variancia dos resultados de recuperagao obtidos para as
doze replicatas de amostras adicionadas em cada nivel de concentracdo (SOUZA et
al., 2007).

As premissas de normalidade e homoscedasticidade dos residuos dos
resultados de recuperacgao, relativas a analise de variancia, foram previamente
testadas. A premissa de independéncia foi controlada pela aleatoriedade e
independéncia dos experimentos e a premissa de aditividade foi assumida. Os
desvios padrao relativos de repetibilidade (DPRr) e os desvios padrao relativos de
precisdo intermediaria variando-se dia e analista (DPRR) foram considerados
aceitaveis quando menores ou iguais a 20% (SANTE, 2015).

Para a determinagdo do limite de deteccdo, seletividade e especificidade
foram realizadas recuperacbes na concentracdo que se referia a metade da
concentracdo de quantificacdo e analise de amostra branca. Resultados com
sinal/ruido maior ou igual a 3, com proporgéo entre as duas transigdes diferindo até
+30% da média das proporgdes apresentadas pelas duas transicbes dos padroes
injetados na mesma corrida e com area maior que 30% da area do ponto de
quantificacdo em matriz foram considerados aceitaveis para a declaragdo da
deteccgdo do analito (SANTE, 2015). Condi¢des que também foram utilizadas para se
declarar que uma amostra apresentava resultado menor que o limite de
quantificacdo. Amostras que apresentaram areas menores que 30% das areas dos
limites de quantificacdo e/ou proporcao entre as duas transicoes que diferissem
aléem de £30% da média das proporgdes entre as transi¢gdes apresentadas pelos

padrées em matriz injetados na mesma corrida e/ou proporgéo sinal/ruido menor
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que 3 foram consideradas amostras brancas ou com resultado abaixo do limite de

deteccgédo validado para cada agrotoxico (SANTE, 2015).

2.5 Preparagao das amostras

As amostras foram processadas em moinho refrigerado e 5 g foram pesados
em tubos de centrifuga de 50 mL. 10 mL de agua ultrapura foram adicionados e a
homogeneizagao foi feita manualmente. Acrescentou-se o controlador de processo
para acompanhar perdas durante a analise (Propoxur - 0,040 mg/kg). 5 mL de
acetonitrila foram acrescentados e agitagdo manual foi realizada por 1 minuto. Em
seguida, foram acrescentados 4 g de sulfato de magnésio anidro e 1 g de cloreto de
sédio. Foi feita agitagdo manual por 1 minuto. Centrifugou-se o tubo a 2900 g por 4
minutos. Transferiu-se 1 mL do sobrenadante para um tubo de centrifuga de 15 mL
contendo 150 mg de sulfato de magnésio anidro e 25mg de PSA. Agitou-se
manualmente por 1 minuto. O tubo foi centrifugado a 2900 g por 4 minutos.
Transferiu-se 300 pL do sobrenadante para um frasco de injegdo de 2 mL e

acrescentou-se 300 pL de fase moével (50% de fase A e 50% de fase B) (Figura I.1).

Emum tubo de centrifuga Adicionar 5mL de
fgi?égognall_&igﬁjsn%rr51g0gneL Acrescentar o controlador _ acetonitrila.
c de processo. Agitar manualmente por 1
de agua ultrapura. minuto
Homogeneizar. ’
Transferir para um tubo
de centrifuga de 15mL Acrescentar 4g d
150mg de MgSO : Nac
i T i <:| Centrifugar a 2900g por 4 <:| MgSO4 e 1g de NaCl.

sobrenadante. Agitar minutos. Agitar manualmente por 1

minuto.
manualmente por 1
minuto.

e

Transferir 300pL para um

- frasco de injecdo de 2mL
Centrlfugr%ﬁﬁuggg Og por 4 e acrescentar 300uL de Injetar
fase maovel.
Homogeneizar.

Figura I.1 - Etapas de extragao e purificagdo das amostras.
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2.6 Garantia da qualidade dos resultados

A cada lote, foi injetado um branco, uma recuperacdo com os 112
agrotoxicos, padroes preparados na concentragao do limite de detecgdo em matriz e
curva de calibracdo de 6 pontos de todos os padrboes também em matriz. As
recuperacbes e as solugdes padrdo foram preparadas atentando-se para que
apresentassem a mesma constituicdo das amostras quanto a quantidade de matriz e
solventes. As concentragdes das recuperagdes injetadas a cada lote correspondiam
a LD, LQ, 2LQ e 10LQ. Como foram injetados dez lotes de amostras, foram
preparadas dez recuperacdes: uma no ponto de limite de detecgdo e trés em cada
um dos outros trés pontos. Amostras insatisfatérias foram reextraidas e reanalisadas
para confirmacao dos resultados. Amostras que apresentaram agrotoxicos com area
maior que a do ponto mais concentrado da curva foram diluidas com extrato de
amostra branca para garantir a mesma quantidade de matriz durante a
quantificagdo. Quando o controlador de processo ou as recuperagdes de rotina néao
apresentavam resultados entre 60% e 140%, as amostras eram reextraidas e
reinjetadas (SANTE, 2015).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desempenho do método

Dos 112 agrotoxicos estudados, Benalaxil, Metolacloro, Etion e Piridaben néo
atenderam a premissa de independéncia dos residuos, apresentando auto-
correlagdo positiva (p<0,10) e 6 apresentaram desvios de linearidade (Benalaxil,
Etion, Metolacloro, Paration, Piridaben e Quinalfés) com p<0,001. Comparando-se
com o critério de apenas garantir que o coeficiente de determinagdo (R?) seja maior
que 0,99 ou considerando-se apenas residuos relativos menores que +20% néo
seriam detectados os desvios da linearidade, com excecao do Piridaben que
apresentou R? de 0,94 e residuos maiores que 20%. Neste estudo, se fossem
considerados apenas residuos relativos menores que +20%, Acefato, Bitertanol,

Etofemprox, Flazassulfurom, Imibenconazol, Metamidofés e Ometoato seriam
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declarados como apresentando resposta nao linear quando, de fato, nao
apresentam desvios da linearidade. No estudo realizado por GOLGE e KABAK em
2015, pode-se verificar que Metolacloro e Piridabem apresentaram resultados
satisfatérios quanto a linearidade; LOZANO e colaboradores em 2014 também
encontrou resultados satisfatérios para a avaliacdo da linearidade para todos os
agrotoxicos que apresentaram desvio da linearidade neste estudo, usando faixas
mais amplas, com 7 pontos de concentracdo. Mas nos trabalhos citados os autores
utilizaram o critério do coeficiente de determinacéo.

Quanto ao estudo das recuperacdes aparentes, Flazassulfurom apresentou
médias de recuperacbes menores que 70% e desvios padroes relativos em
condi¢gdes de precisdo intermediaria maiores que 20%. Resultados insatisfatorios
para os estudos das recuperagdes também foram encontrados por LOZANO e
colaboradores em 2012 para ometoato e monocrotofés em chas e camomila. Nas
analises de multirresiduos de agrotdxicos, algumas caracteristicas dos analitos
devem ser consideradas para justificar a ndo obtencao de resultados aceitaveis: alta
solubilidade em agua e hidrofilia, responsaveis por baixa extragdo em acetonitrila;
agrotoxicos com afinidade por PSA; e compostos presentes na matriz que podem
afetar as recuperacoes (LOZANO et al., 2012).

Assim, apesar de ndo apresentarem resposta linear ou média de recuperacao
e precisao aceitaveis para garantir uma faixa de quantificagéo, esses ensaios foram
reconhecidos como adequados ao uso pretendido, pois apenas com o limite de
deteccgdo pode ser verificada sua adequacgéao a legislagcéo brasileira, ja que ndo séo
autorizados para a cultura de feijdo. Os limites de detecgao estabelecidos foram:
0,005 mg/kg para Benalaxil, Etion, Metolacloro e Piridabem; 0,010 mg/kg para
Quinalfés e Flazasssulfurom e 0,04 mg/kg para Paration.

Quanto a determinagdo do limite de quantificagdo, alguns agrotdxicos nao
apresentaram meédia de recuperacado e desvio padrao relativo em condi¢cdes de
repetibilidade e de precisdo intermediaria dentro dos limites aceitaveis para o ponto
1 e, portanto, tiveram seu limite de quantificacdo estabelecido como ponto 2. Sao
eles: Bromuconazol, Buprofezim, Clorfenvinfés, Clorfluazurom, Dicrotofos,
Indoxacarbe, Malation, Metconazol, Pirimifés-etilico, Piraclostrobina, Pirazofos,

Temefds, Tiametoxam e Vamidotiona. Os limites de quantificacdo mais altos nao
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foram inadequados para a analise do feijao, pois, ainda assim, foram iguais ou
menores que o Limite Maximo de Residuo estabelecido para a cultura pela
legislagao brasileira.

Quanto a determinacédo do Ilimite de detecgdo, apenas o Bitertanol
apresentou, no estudo das recuperagbes na concentragdo de 0,005 mg/kg,
sinal/ruido menor que 3. E, portanto, seu limite de detec¢do néo foi determinado,
ficando apenas definido seu limite de quantificacéo.

Os resultados da validagao sao apresentados na Tabela |.2.

Tabela I.2 — Resultados da validagao.

MR (%) DPRr (%) DPRRr(%) Limites (mg/kg)

Agrotoxico
1 2 6 1 2 6 1 2 6 LD LQ LMR
Acefato 100 94 9 6 5 14 7 6 16 0,005 0,01 0,5
Acetamiprido 82 92 99 7 4 4 14 4 4 0,005 0,01 0,1
Aldicarbe 83 96 105 8 5 4 16 5 5 0,005 0,01 NA
Aldicarbe sulfona 92 103 111 7 4 7 12 4 9 0,005 0,01 NA
Aletrina 77 91 98 6 8 4 18 9 4 0,005 0,010 NA
Ametrina 79 9 97 7 &5 4 15 5 6 0,006 0,01 NA
Aminocarbe 89 96 99 7 4 4 13 4 6 0,005 0,01 NA
Atrazina 84 93 99 7 4 4 13 4 5 0,005 0,01 NA
Azinfés-etilico 71 89 102 7 6 4 19 7 4 0,005 0,01 NA
Azinfés-metilico 94 95 97 5 6 4 12 6 5 0,006 0,01 NA
Bitertanol 109 96 93 4 6 5 11 8 6 - 0,01 0,1
Boscalida 77 88 98 6 5 5 19 9 6 0,005 0,01 NA
Bromacila 79 90 98 7 4 4 16 5 4 0,005 0,010 NA
Bromuconazol 46 73 92 13 5 4 28 6 4 0,04 0,08 0,2
Buprofezina 56 72 82 10 5 5 17 16 15 0,01 0,02 0,05
Cadusafos 9% 99 98 6 4 4 10 7 9 0,005 0,01 NA
Carbaril 84 94 102 6 5 3 15 6 4 0,005 0,01 0,5
Carbendazim 75 81 86 6 4 4 14 4 4 0,006 0,01 2
Carboxina 80 93 101 7 5 4 16 5 4 0,006 0,01 0,2
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MR (%) DPRr (%) DPRRr(%) Limites (mg/kg)

Agrotoéxico

1 2 6 1 2 6 1 2 6 LD LQ LMR
Clorfenvinfés 68 87 102 5 5 4 8 6 4 0,02 0,04 NA
Clorfluazuron 50 71 85 12 7 5 26 10 7 0,01 0,02 NA
Clorpirifés-etilico 91 9 93 6 6 4 11 6 4 0,01 0,02 0,1
Clofentezina 86 92 95 6 5 4 12 6 4 0,005 0,010 NA
Clomazone 8 95 101 6 5 4 14 5 4 0,005 0,01 NA
Clotianidina 78 8 99 8 5 4 17 6 6 0,006 0,01 0,02
Cianazine 88 95 103 7 6 4 15 6 5 0,005 0,01 NA
Ciazofamida 71 89 101 6 6 4 15 7 4 0,005 0,01 NA
Cimoxanil 77 91 100 8 4 4 17 5 4 0,005 0,01 NA
Ciproconazol 86 93 100 5 6 4 14 7 5 0,01 0,02 NA
Ciprodinil 82 8 87 7 3 5 11 7 11 0,005 0,01 0,3
Diazinona 70 91 103 7 7 4 18 7 4 0,005 0,01 NA
Diclorvoés 76 89 99 7 5 4 18 6 4 0,01 0,02 NA
Dicrotofos 62 88 105 8 5 4 21 5 5 0,01 0,02 NA
Diflubenzurom 8 90 97 6 6 4 14 7 5 0,005 0,010 NA
Dimetoato 8 94 101 6 4 4 14 4 4 0,005 0,01 NA
Diniconazole 71 8 100 3 9 3 8 9 4 0,010 0,02 NA
Dissulfotom 70 89 100 10 7 6 16 8 6 0,01 0,02 NA
Dissulfoton sulfona 78 92 102 7 5 4 16 5 4 0,006 0,01 NA
Dissulfoton sulfoxido 86 95 102 7 6 4 13 6 4 0,005 0,01 NA
Diurom 82 92 99 7 5 4 15 5 4 0,005 0,01 NA
Etofemproxi 119 114 100 4 6 6 7 9 13 0,005 0,01 0,5
Etoprofés 86 99 106 6 6 4 15 6 4 0,005 0,01 NA
Etrinfos 8 83 86 7 5 7 10 14 19 0,005 0,01 NA
Fempiroximato 77 87 9% 6 5 4 16 6 5 0,005 0,01 NA
Fenamifés 70 91 104 8 7 4 19 8 4 0,005 0,010 NA
Fentiona 78 89 95 8 7 4 17 7 4 0,006 0,01 NA
Flazassulfurom 38 47 61 13 16 13 30 24 21 0,010 - NA

Fluazifope-p-butilico 72 89 98 7

(o]
N

16 6 4 0,006 0,01 0,04
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MR (%) DPRr (%) DPRRr(%) Limites (mg/kg)

Agrotoéxico
1 2 6 1 2 6 1 2 6 LD LQ LMR
Flutriafol 83 90 96 7 4 4 14 4 5 0,005 0,01 0,1
Heptenofds 83 93 101 7 5 4 15 6 4 0,005 0,01 NA
Hexaconazol 71 8 9 5 5 3 11 5 3 0,006 0,010 0,05
Hexitiazoxi 9%5 93 919 6 4 4 11 5 4 0,005 0,01 NA
Imazalil 74 8 95 5 5 4 12 6 4 0,01 0,02 NA
Imibenconazol 88 82 74 9 4 1 11 19 16 0,005 0,01 0,3
Imidacloprido 84 90 100 10 7 3 20 10 6 0,005 0,01 0,07
Indoxacarbe 65 80 95 12 14 8 15 20 8 0,01 0,02 NA
Iprovalicarbe 80 94 103 7 6 4 16 6 4 0,005 0,01 NA
Linuron 93 97 99 7 5 4 13 5 4 0,005 0,01 NA
Malaoxon 81 95 105 7 5 4 16 6 4 0,005 0,01 NE
Malationa 68 87 102 4 6 4 10 7 4 0,00 0,02 8
Metalaxil 78 91 101 8 5 4 16 5 4 0,005 0,01 0,01
Metconazol 58 8 101 11 6 4 22 6 4 0,005 0,02 0,05
Metamidofds 94 82 79 4 7 16 5 8 20 0,005 0,01 NA
Metidationa 76 89 98 7 5 4 16 5 5 0,005 0,01 NA
Metiocarbe 76 91 100 7 5 4 17 5 5 0,005 0,01 NA
Mevinfos 92 98 104 6 4 4 13 5 4 0,005 0,010 0,1
Monocrotofés 87 94 96 6 4 5 13 4 6 0,005 0,01 NA
Miclobutanil 95 96 99 5 5 4 12 6 4 0,005 0,01 NA
Ometoato 98 96 99 6 4 11 8 4 13 0,005 0,01 NA
Paraoxon-etil 79 9 101 3 5 4 6 5 4 0,005 0,00 NA
Paraoxon-metil 72 8 103 4 6 4 11 7 5 0,006 0,01 NE
Pencicurom 71 88 100 4 6 4 8 6 4 0,006 0,01 0,05
Pendimetalina 102 98 94 4 5 4 11 6 4 0,005 0,01 01
Fentoato 70 8 102 3 7 4 9 7 4 0,01 0,02 NA
Forato 74 8 9% 7 5 4 18 5 5 0,04 0,08 0,1
Fosmete 86 93 98 6 5 4 15 6 4 0,005 0,010 NA
Fosfamidona 86 95 103 7 5 4 15 5 4 0,005 0,01 NA
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MR (%) DPRr (%) DPRRr(%) Limites (mg/kg)

Agrotoéxico
1 2 6 1 2 6 1 2 6 LD LQ LMR
Picoxistrobina 76 92 103 7 6 4 17 6 4 0,005 0,01 0,01
Pirimicarbe 87 96 103 6 5 4 14 5 4 0,005 0,01 01
Pirimifés-etilico 60 73 79 10 5 6 16 17 16 0,02 0,04 NA
Pirimifés-metilico 78 89 9% 7 5 4 15 5 6 0,005 0,01 0,5
Procloraz 72 83 95 3 7 4 8 7 4 0,005 0,00 NA
Propargito 90 98 101 6 5 4 12 5 4 0,005 0,01 NA
Propiconazol 83 91 100 6 5 3 12 6 3 0,005 0,01 0,05
Propoxur 89 97 103 7 5 3 14 5 4 0,005 0,010 NA
Piraclostrobina 68 87 102 5 7 4 10 7 4 0,01 0,02 01
Pirazofés 66 89 112 8 13 6 21 19 18 0,01 0,02 NA
Pirimetanil 86 87 86 6 4 5 12 6 12 0,005 0,01 NA
Piriproxifem 83 92 9 6 5 4 13 5 4 0,005 0,01 0,01
Quizalofope-p-etilico 72 87 97 3 6 4 10 7 4 0,005 0,01 0,03
Simazina 83 93 100 7 5 4 14 6 4 0,005 0,01 NA
Tebuconazol 81 93 107 8 8 5 19 13 10 0,005 0,01 0,1
Temefés 64 74 90 4 7 5 14 9 5 0,04 0,08 NA
Terbufos 79 84 76 12 4 12 15 19 19 0,02 0,04 0,05
Tetraconazol 95 97 100 5 5 4 13 6 4 0,006 0,01 0,2
Tiabendazol 77 80 86 6 5 4 13 6 4 0,005 0,010 0,01
Tiacloprido 81 91 9 7 4 5 15 4 6 0,005 0,01 0,1
Tiametoxam 63 76 86 9 4 7 16 4 10 0,010 0,02 0,02
Tiobencarbe 73 8 97 3 5 4 8 6 4 0,005 0,00 NA
Triadimefom 72 89 102 4 8 4 11 8 4 0,006 0,01 NA
Triazofos 7% 92 101 7 6 4 17 6 4 0,005 0,01 0,01
Triclorfom 73 8 100 4 6 4 7 6 5 0,005 0,00 NA
Trifloxistrobina 82 94 101 6 6 4 14 6 4 0,005 0,00 0,2
Triflumizol 83 89 92 6 4 4 11 6 8 0,005 0,010 NA
Vamidotiona 66 84 101 4 5 4 9 5 4 0,01 0,02 NA
Zoxamida 72 83 92 3 5 5 3 10 14 0,005 0,01 NA
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MR: média de recuperagao, DPR:. desvio padrao relativo em condi¢goes de repetibilidade, DPRR:
desvio padrao relativo em condigbes de precisédo intermediaria (determinado para 3 concentragdes:
1(LQ), 2(2LQ) e 6(10LQ)), LD: limite de detecgéo, LQ: limite de quantificagdo e LMR: limite maximo

de residuo estabelecido pela legislagao brasileira, NA: Nao autorizado, NE: limite ndo estabelecido.

A estimativa de incerteza foi realizada segundo MEDINA-PASTOR e
colaboradores em 2011 e SANTE 2015. Foram utilizados dados das recuperacdes
da validagcdo do método e do ensaio de proficiéncia para determinagao de residuos
de agrotdxicos em feijao realizado entre laboratérios brasileiros. Como resultado, foi
obtida uma incerteza expandida de 42%. A estimativa apresentada concorda com a
incerteza de 50% feita a partir dos resultados dos ensaios de proficiéncia realizados
pela Unido Europeia (MEDINA-PASTOR et al., 2011; SANTE, 2015).

E comum que métodos multirresiduos apresentem incertezas amplas. Tais
métodos se prestam a analisar um amplo numero de compostos em uma mesma
corrida o que torna razoavel considerar aceitavel que os mesmos nao podem ser
otimizados para cada um dos analitos (DEHOUCK et al., 2015).

3.2 Andlise das amostras

Das 256 amostras analisadas, 176 (69%) apresentaram residuos dos
agrotoxicos pesquisados e 24 (9%) apresentaram resultado insatisfatorio. Foram
encontrados 25 residuos ndo autorizados (22 amostras) e 2 residuos acima do LMR

(2 amostras). Os resultados sao apresentados na Tabela 1.3 e nas Figuras 1.2 e |.3.

Tabela 1.3 - Residuos de agrotoxicos encontrados nas amostras analisadas.

Agrotoéxico LMR AR P RALQ ARQ FC
(mg/kg) (%) (mg/kg)

Acefato 0,5 19 7,4 9 10 0,01a0,12
Acetamiprido 0,1 3 1,2 3 -
Ametrina NA 2 0,8 0 0,01 a 0,02
Atrazina NA 1 0,4 0 0,02
Carbendazim 2 176 68,8 43 133 0,01a0,19
Clorpirifés 0,1 3 1,2 3 0 -
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Agrotoxico LMR AR P RALQ ARQ FC
(mg/kg) (%) (mg/kg)

Clotianidina 0,02 1 0,4 1 0 -
Ciproconazol NA 6 2,3 6 0 -
Diflubenzurom NA 9 3,5 8 1 0,01
Diurom NA 4 1,6 2 2 0,03 e 0,05
Flutriafol 0,1 55 21,5 12 43 0,01a0,12
Imidacloprido 0,07 2 4 1 0,01
Metconazol 0,05 1,6 4 0 -
Metamidofos NA* 16 6,3 10 6 0,01a0,12
Picoxistrobina 0,01 1 0,4 1 0 -
Pirimifés-metilico 0,5 13 51 9 4 0,01 a 0,05
Propiconazol 0,05 2 0,8 2 0 -
Piraclostrobina 0,1 7 2,7 7 0 -
Piriproxifem 0,01 3 1,2 3 0 -
Simazina NA 1 0,4 1 0 -
Tebuconazol 0,1 21 8,2 18 3 0,01 a 0,02
Tetraconazol 0,2 10 3,9 5 5 0,01 a 0,03
Tiametoxam 0,02 1 0,4 0 1 0,04
Trifloxistrobina 0,2 3 1,2 3 0 -

LMR: Limite maximo de residuo (mg/kg), AR: numero de amostras com residuos, P: porcentagem

(%), RALQ: numero de amostras com residuos abaixo do limite de quantificagdo, ARQ: niumero de

amostras com residuos quantificados e FC: faixa de concentragédo encontrada (mg/kg).

*Para fins de monitoramento de residuos, pela legislagéo brasileira, quando acefato e metamidofds

sdo detectados na mesma amostra, para o caso em que o residuo de acefato ndo exceda o LMR,

apesar de nao ser autorizado o uso de metamidofds, o resultado nao é considerado insatisfatorio,

com relacdo a este metabdlito, porque este pode ser proveniente da degradagao do acefato.
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= NUmero de amostras sem residuos detectados (85)
Numero de amostras com residuos autorizados e abaixo do LMR (147)
= NUmero de amostras com residuos néo autorizados (22)

= NUmero de amostras com residuos acima do LMR (2)

Figura 1.2 — Distribuicdo dos residuos detectados.
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Figura 1.3 - Numero de residuos de agrotéxicos encontrados amostras de feijao.
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Acompanhando a porcentagem dos resultados insatisfatorios obtidos pelo
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos realizado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil, verifica-se que em 2008, primeiro
ano em que feijdo foi analisado, 3% das amostras apresentaram resultado
insatisfatorio. A mesma porcentagem foi constatada em 2009. Em 2010 e em 2011,
6%. Em 2012, 7% (ANVISA, 2016). A diferenga entre os resultados obtidos ao longo
dos anos pode ser justificada, em parte, pelo crescente numero de residuos
analisados pelos laboratérios devido ao aprimoramento dos métodos de extragao e o
uso de detectores especificos.

De 2009 a 2012, em seus relatorios de monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos, o FDA analisou 109 amostras de feijao e ndo encontrou
resultados que violassem a legislagdo estadunidense (FDA, 2016). N&ao foram
encontrados dados de monitoramento de residuos de agrotoxicos em feijdo comum
realizados pelo programa de monitoramento europeu de 2007 a 2013 (EFSA, 2016)
e também ainda ndo foi organizado um ensaio de proficiéncia com esta matriz
(EURL, 2016) ou com lentilha, por exemplo, que apresenta composi¢cao semelhante

a do feijao.

4 CONCLUSAO

Foi demonstrado que o método de extracao e purificacdo QUEChERS associado ao
uso de CL-EM/EM foi adequado para se realizar o monitoramento de 112 residuos
de agrotoxicos em amostras de feijao. O método validado permitiu a analise
quantitativa de 105 agrotéxicos. Quanto ao estudo da linearidade, constatou-se que
nao deve realizado considerando apenas o coeficiente de correlagdo maior ou igual
a 0,99 ou o residuo relativo de até £20%, com pena da n&o detecgao de desvios. As
condicbes para declaracdo de amostras com resultados nido detectados e com
resultados apenas detectados foram claramente definidas e verificadas pela analise
de recuperacdes e amostras brancas, condicdes essas que muitas vezes causam
duvidas na liberacdo de resultados nao quantificaveis na rotina de analises devido
as diversas definigdes encontradas para a determinacéo de limites de detecgdo. Das
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256 amostras analisadas, aproximadamente 9% apresentaram resultado
insatisfatorio segundo a legislagéo brasileira.
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CAPITULO Il - ENSAIO DE PROFICIENCIA EM DETERMINAGAO DE RESIDUOS
DE AGROTOXICOS EM FEIJAO (PHASEOLUS VULGARIS, L.) COM METODO
MULTIRRESIDUOS: COMPARAGAO DOS METODOS DE AVALIAGAO DA
PROFICIENCIA.

RESUMO

Um ensaio de proficiéncia foi organizado para avaliar o desempenho dos
laboratérios brasileiros na determinagdo de residuos de agrotéxicos em feijdo. A
realizacdo do ensaio de proficiéncia visou apoiar as acdes de monitoramento e
fiscalizagdo do governo brasileiro, atendendo aos limites maximos de residuos
estabelecidos na Resolugdo RE N.° 165 de 29 de agosto de 2003. Treze laboratérios
reportaram resultados, oito do governo brasileiro e cinco laboratérios privados. Duas
amostras de feijao organico adicionadas de oito agrotoxicos foram enviadas a cada
participante. Os resultados dos participantes foram avaliados por trés diferentes
meétodos: Algoritmo A, mediana e interquartil normalizado e fatores h e k. Foi
realizada uma comparacao entre os métodos e escolhido o mais adequado a analise
dos dados. Graficos de Youden foram plotados para visualizacdo do desempenho
dos laboratérios. O método dos fatores h e k foi 0 escolhido tanto para a retirada de
outliers a 95% quanto para a avaliacdo da proficiéncia pelo fator h. Comprovou-se
que a incerteza para a estimativa do valor designado para ensaios com baixo
numero de participantes ndo atende ao critério estabelecido na ISO 13528:2015,
mas foi proposta uma condicdo minima a ser atendida para a avaliacdo da
proficiéncia. Os resultados do ensaio de proficiéncia demonstraram um desempenho
satisfatorio dos participantes variando de 75% (Clorpirifés) a 100% (Carbendazim).
Contudo, apenas 38% dos participantes analisaram todos os residuos de

agrotoxicos e de forma satisfatoria.

Palavras-chaves: ensaio de proficiéncia, residuos de agrotoxicos, feijao,

comparacao de métodos, avaliagdo da proficiéncia
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1 INTRODUGAO

O feijao € uma das principais fontes de proteinas para a maioria dos
brasileiros (BURLE et al., 2010). O Brasil € um grande produtor e também um dos
principais consumidores com média de producdo estimada em 3.112,2 milhares de
toneladas na safra 2014/2015 (CONAB, 2016; HEINEMANN et al., 2016). O feijao é
cultivado por pequenos e grandes agricultores, mas predominantemente em um
sistema de agricultura de subsisténcia (YOKOYAMA & STONE, 2000).

Uma das causas das perdas na producédo do feijao € o ataque de pragas
durante todo o cultivo e também durante a estocagem, o que torna comum o uso de
inseticidas e fungicidas sistémicos (CASTELLANI et al., 1988). Assim, o
monitoramento de residuos de agrotoxicos em feijdo é importante para a protegcao
da saude publica. No Brasil, de 2004 a 2015, 1.543 amostras de feijdo foram
analisadas no Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
coordenado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria com 6% de resultados
insatisfatorios. O fungicidas Carbendazim, Procimidona, Flutriafol, Tebuconazol e o
inseticida e acaricida Pirimifés-metilico foram encontrados em 54%, 18%, 15%, 11%
e 8% das amostras, respectivamente (ANVISA, 2016).

A quantificacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos é uma tarefa
complexa (DAYARATHNA et al., 2013). Para uma matriz especifica, ha um amplo
nuamero de agrotoxicos que precisam ser detectados e quantificados e suas
concentragbes s&do muito baixas (JIN et al, 2012; SINHA et al., 2012). Para um
laboratorio atingir uma medigdo confiavel para a quantificagdo de residuos de
agrotoxicos, a implementagdo de um programa de garantia da qualidade e de
monitoramento de desempenho é necessaria. O ensaio de proficiéncia € um desses
procedimentos, propiciando subsidios aos laboratoérios para a identificacdo e solucéo
de problemas analiticos (DAYARATHNA et al.,, 2013; DEHOUCK et al., 2015;
MEDINA-PASTOR et al., 2010b; THOMPSON et al., 2006).

Métodos adequados a analise dos dados obtidos em um ensaio de
proficiéncia tém sido discutido na literatura (DEHOUCK et al., 2015; EURACHEM,
2011; 1S0O, 2015; ISO, 1994; OTAKE et al., 2014; ROSARIO et al., 2008; SYKES et
al., 2013; TRIPHATY et al., 2013; VEITH, 1993; VISSER, 2006; YARITA et al.,
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2015), constatando-se que a determinagao do valor designado e do desvio padréao
para a avaliagao da proficiéncia a partir de um numero reduzido de participantes
deve ser tratada com cautela (ISO, 2015; KUSELMAN & FAJGELJ, 2010;
SZEWCZAK & BONDARZEWSKI, 2016).

O objetivo deste trabalho foi organizar um ensaio de proficiéncia para a
avaliaggo do desempenho dos laboratérios que realizam determinacdo de
multirresiduos de agrotoxicos em feijdo, apoiando as ag¢des de monitoramento e
fiscalizagdo do governo brasileiro; e comparar métodos de analise de dados,

definindo um que seja adequado as particularidades dos resultados obtidos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e amostras

Os padrdes de agrotdéxicos foram adquiridos do Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Alemanha). Reagentes utilizados: acetona para analise (pa) foi adquirida da Merck
(Darmstadtb, Alemanha), acetona para analise de residuo (par) foi adquirida de
J.T.Baker (Phillipsburg, EUA), acetonitrila para cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi adquirida da Merck (Darmstadtb, Alemanha), metanol para
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi adquirido de J.T. Baker (Center Valley,
EUA), acido formico e formiato de aménio foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil), sulfato de magnésio anidro foi adquirido da Sigma-Aldrich (Saint
Louis, EUA), agua ultrapura foi gerada pelo Milli-Q Gradient da Millipore (Billerica,
EUA), sulfato de magnésio anidro foi adquirido da Merck (Darmstadtb, Alemanha),
cloreto de sodio pa foi adquirido de J.T.Baker (Phillipsburg, EUA) e amina primaria
secundaria (PSA) com particulas de 40 pym foi adquirida da Agilent Technologies
(Santa Clara, EUA). Equipamentos utilizados: Cromatografo liquido modelo 1200
acoplado a espectrémetro de massas sequencial (triploquadrupolo) modelo 6460 da
Agilent Technologies (Santa Clara, EUA) com software Masshunter versao B.07.01,
moinho e banho termostatizados da Marconi (Piracicaba, Brasil) modelos MA
090/CFT e MA-184, respectivamente, homogeneizador em V da Marconi (Piracicaba,
Brasil), cdmara climatica da Marconi (Piracicaba, Brasil) centrifuga refrigerada da
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Thermo Scientific (Waltham, EUA) e pipetadores automaticos Thermo Scientific
(Waltham, EUA) e HBL Lab Solug¢des (Warszawa, Polbnia), centrifuga refrigerada
Jouan Cr3i Thermo Scientific (Waltham, EUA), balanca Sartorius TE 612 (Gottingen,
Alemanha), balanga Scientech AS 210 (Boulder, EUA), balanga Sartorius BP 211 D
(Gottingen, Alemanha), freezer Thermo Scientific (Waltham, EUA), capelas quimicas
de exaustao Poliscience e Engelab. Feijao organico foi adquirido em loja de produtos
organicos de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. O laboratério provedor é
acreditado na NBR ISO/IEC 17025 para analise de residuos de agrotdéxicos em
frutas e hortalicas pelo INMETRO CRL 0322 desde 2011.

2.2 Divulgacao do estudo

O protocolo do ensaio foi elaborado e enviado por correio eletrénico a laboratorios

de todo o Brasil junto com o convite para participagao e o formulario de inscrigéo.

2.3 Preparo e armazenamento dos itens de ensaio

O itens de ensaio foram preparados seguindo os requisitos da Norma NBR ISO/IEC
17043. Quatro quilos de feijao organico foram processados em moinho refrigerado.
Uma solugdo com os padrdes de agrotoxicos em acetona PAR foi preparada para
que a concentragcdo final do material fosse de 0,05 mg/kg para Carbaril,
Carbendazim, Mevinfés, Miclobutanil, Pirimifés-metilico, Tebuconazol e Tiacloprido;
e de 0,10 mg/kg para Clorpirifés. O feijdo moido foi espalhado em quatro recipientes
largos que comportavam um quilo cada e foi contaminado com pequenas gotas da
solucdo também dividida em quatro volumes equivalentes por toda a extensdo do
material. Aguardou-se a evaporacgao do solvente e uma primeira homogeneizagao foi
feita utilizando-se uma espatula para garantir que grumos, que por ventura tivessem
sido formados, fossem eliminados. Apoés isso, o material foi homogeneizado em
homogeneizador em V durante 5 dias. Foram pesados aproximadamente 40 g do
material preparado em potes de prolipropileno. Os potes foram lacrados e
armazenados em freezer. Para o preparo dos itens brancos foram seguidas as

mesmas etapas, com excecao da etapa de contaminacéo.
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2.4 Envio dos itens

Os itens foram envolvidos em plastico e enviados em caixas de isopor contendo gelo
seco. O formulario de recebimento dos itens, as instru¢des para armazenamento e
analise dos itens e o formulario para envio dos resultados que incluia um
questionario sobre o método analitico que seria utilizado foram encaminhados por

correio eletrénico aos participantes.

2.5 Estudo da homogeneidade

O estudo estatistico da homogeneidade foi realizado seguindo a norma 1SO
13528:2005 (Anexo B). As analises foram realizadas com método de extracdo e
purificacdo QUEChERS validado para 105 agrotdxicos por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial triploquadrupolo. Foram estudados
dez itens amostrados aleatoriamente e analisados em duplicata.

Foi calculado o desvio padrdo entre as amostras s. e estas foram

consideradas adequadamente homogéneas quando

5¢ = 0,38 Equacéo 1.1

onde,

s. € o desvio padrdo entre as amostras e & € o desvio padrdo da avaliagdo da

proficiéncia.
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2.6 Estudo da estabilidade

O estudo estatistico da estabilidade foi realizado seguindo a norma ISO
13528:2005 (Anexo B).

Foram estudados 3 itens de ensaio amostrados aleatoriamente e analisados
em duplicata, a cada dois meses, até o envio dos resultados pelos participantes. O
método de avaliacdo escolhido foi o do critério do desvio padrao alvo, segundo
modelos de Horwitz (1982) e Thompson (2000).

Segundo a norma ISO 13528:2005, a diferengca de médias da concentragao
do analito nos dois tempos deve ser menor ou igual a 0,3 vezes o desvio padréo,

conforme equacgéao a seguir

i— 7| <038 Equacéo 11.2

onde, ¥ é a meédia da concentragdo do analito no tempo 1, ¥ € a média da

s

concentracdo do analito no tempo 2 e & € o desvio padrdo da avaliacido da

proficiéncia.

2.7 Determinacgao do valor designado e de seu desvio padrao

A estimativa do valor designado foi feita pelo valor de consenso dos
participantes, utilizando-se:
e média robusta calculada pelo Algoritmo A e desvio padrao (13528:2005),
e mediana e interquartil normalizado,
e média e desvio padrao, apos a retirada de outliers detectados pelos fatores h
e k a 95% e até 2/9 dos dados originais (ISO 5725-2).
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2.8 Z-escores,Zee Zw,he k

Os z-scores, Zs, Zw, fatores h e k foram calculados para cada um dos

resultados apresentados pelos laboratérios conforme as equagdes a seguir,

z= (x—-X)/&

7B = S—-mediana(5)

nermlQR(S)
TW = D—madirzmz'iﬂ}
nerml QR(D)
IR =03 — @31
h= (x—X)/é
(p—1)e
hoo= FSE
erit el +e-1)
k==
_ ol
T o1128
S = d\'ll 1!:!
k.. = |—=
it~ 4. B3]
cri *ql[l-l' = :|

Equacao 1.3
Equacao 1.4
Equacao 1.5
Equacéo 1.6
Equacao II.7
Equacao 1.8
Equacéo I1.9
Equacéao 11.10
Equacéo 11.11
Equacéo 11.12
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F=F[a,(n=1),(p—1)(n-1)] Equacéo 11.13

onde x € o valor declarado pelo participante, X é o valor designado, & € o desvio

padrdo da avaliacdo da proficiéncia, S € a soma do par de resultados, D é a
diferenca do par de resultados, normlQR(S) e normlQR(D) sdo os interquartis
normalizados (IQR x 0,7413), Q3 é o terceiro quartil e Q1 o primeiro quartil, t com p-
2 graus de liberdade, p € o numero de laboratérios e n é o numero de replicatas por

laboratério.

2.9 Avaliagao da proficiéncia

A avaliagao da proficiéncia foi realizada da seguinte forma:

Algoritmo A
v Z-SCORE < |2| Resultado satisfatorio
v |2|< Z-SCORE < |3| Resultado questionavel

v Z-SCORE 2 |3| Resultado insatisfatério

Método NATA

v ZB < 2| e Zw < |2| Resultado satisfatorio
v |2|<ZB < |3| e |2|< Zw < |3| Resultado questionavel
v ZB = |3| e Zw 2 |3| Resultado insatisfatorio

Fatores h e k
V' h<|h, a0l € KS |k,,.000, | Resultado satisfatorio
|hcrir5"5%| <hs |hcrir9'}%| e |kcrir95%| <ks |kcrir99%| Resultado queStionével

v h>|h,_ o0 | € K> |h 000 | Resultado insatisfatorio

2.10 Representagao grafica dos resultados

Graficos de Youden foram plotados para auxiliar na interpretagdo dos

resultados pelos participantes. Nos graficos de Youden, quanto mais o ponto que
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representa cada laboratério se afasta do zero ao longo da reta, maior é a diferencga
encontrada entre o resultado do laboratério e o valor designado (estimativa da
veracidade); e quanto mais o ponto se afasta da reta, menor € a precisdo dos
resultados enviados pelo participante.

2.11 Incerteza do valor designado

A incerteza do valor designado foi estimada pela equagao a seguir,

Uy =$ Equacéo I1.14

onde,

ux € a incerteza do valor designado, s € o desvio padréo calculado pelo consenso
dos participantes e p € o numero de laboratérios (1ISO 13528, 2015).

A incerteza do valor designado deve ser menor do que o desvio padrao do

ensaio, conforme a equagao a seguir,

u, < 0,35 Equacao I1.15

onde,

ux € a incerteza do valor designado e & € o desvio padrdao da avaliagdo da

proficiéncia (ISO 13528: 2015).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Laboratérios participantes

Quinze laboratérios se inscreveram para participar do ensaio e treze

laboratérios enviaram os resultados. Nove laboratérios eram acreditados pelo
Inmetro segundo a ABNT NBR ISO/IEC 17025.

3.2 Estudo da homogeneidade

O desvio padrao da avaliagao da proficiéncia foi estimado pelos modelos de

Horwitz (1982) e Thompson (2000) para o estudo da estabilidade.

O lote foi homogéneo para todos os analitos adicionados ao feijao organico
(Tabelas 11.1 e 11.2).

Tabela 1.1 - Dados do estudo da homogeneidade (continua).

Carbaril

Amostra

B

A

B

A

Carbendazim Clorpirifos

B

Mevinfés

A

B

0,038
0,041
0,038
0,035
0,037
0,037
0,035
0,035
0,038
0,039

© 0o N OO o A W N -~

—_
o

0,038
0,04
0,037
0,036
0,038
0,041
0,039
0,041
0,038
0,040

0,045
0,049
0,047
0,042
0,044
0,044
0,041
0,041
0,044
0,045

0,046
0,047
0,045
0,042
0,045
0,049
0,047
0,048
0,043
0,045

0,079
0,086
0,077
0,075
0,075
0,077
0,072
0,072
0,076
0,078

0,080
0,084
0,082
0,075
0,080
0,082
0,080
0,082
0,077
0,079

0,008
0,009
0,009
0,008
0,008
0,008
0,007
0,008
0,008
0,008

0,008
0,009
0,008
0,008
0,008
0,009
0,008
0,009
0,008
0,009
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Tabela Il.1 - Dados do estudo da homogeneidade (concluséo).

Miclobutanil Pirimifés-metilico Tebuconazole Tiacloprido

Amostra
B A B A B A B
1 0,047 0,048 0,039 0,040 0,043 0,043 0,051 0,052
2 0,051 0,050 0,043 0,042 0,047 0,046 0,055 0,054
3 0,047 0,046 0,038 0,04 0,043 0,043 0,052 0,050
4 0,044 0,043 0,037 0,038 0,039 0,040 0,046 0,045
5 0,045 0,046 0,038 0,039 0,04 0,042 0,048 0,049
6 0,046 0,050 0,039 0,042 0,041 0,045 0,048 0,054
7 0,044 0,048 0,037 0,041 0,039 0,044 0,046 0,052
8 0,042 0,049 0,036 0,041 0,038 0,047 0,044 0,052
9 0,045 0,046 0,039 0,039 0,041 0,042 0,048 0,048
10 0,047 0,048 0,040 0,041 0,043 0,043 0,050 0,051

Tabela Il.2 - Resultados do estudo da homogeneidade.

Desvio padrao entre

0,3 x desvio padrao estimado

Agrotoéxico amostras (mg/kg) por Horwitz e Thompson
(mg/kg)
Carbaril 0,0007 0,0025
Carbendazim 0,0005 0,0030
Clorpirifés 0,0012 0,0052
Mevinfés 0,0002 0,0005
Miclobutanil 0,0009 0,0031
Pirimifés-metilico 0,0005 0,0026
Tebuconazol 0,0009 0,0028
Tiacloprido 0,0015 0,0033
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3.3 Estudo da estabilidade

O desvio padrao da avaliagao da proficiéncia foi estimado pelos modelos de

Horwitz (1982) e Thompson (2000) para o estudo da estabilidade.

Os resultados do estudo da estabilidade estao apresentados nas Tabelas 11.3

e ll.4.

Tabela I1.3 - Dados do estudo da estabilidade.

Carbarl Carbendazim  Clorpirifés  Mevinfos  Miclobutanil _ Pirimifos-metilico  Tebuconazole  Tiacloprido
Resposta (mg/kg)
0,039 0,039 0,082 0,010 0,053 0,042 0,042 0,057
0,040 0,040 0,086 0,010 0,054 0,043 0,044 0,058
0,037 0,037 0,082 0,010 0,051 0,041 0,040 0,053
1 0,041 0,041 0,090 0,010 0,055 0,044 0,045 0,057
0,035 0,035 0,075 0,009 0,047 0,039 0,038 0,050
0,042 0,042 0,088 0,011 0,056 0,044 0,047 0,058
0,032 0,045 - 0,009 0,039 0,031 0,032 0,047
0,033 0,046 - 0,009 0,041 0,034 0,034 0,049
0,032 0,045 - 0,009 0,040 0,032 0,033 0,048
5 0,033 0,046 - 0,009 0,040 0,032 0,034 0,049
0,030 0,043 - 0,008 0,037 0,030 0,031 0,044
0,034 0,047 - 0,009 0,042 0,033 0,036 0,049
0,039 0,051 0,079 0,009 0,053 0,038 0,043 0,055
0,041 0,053 0,088 0,010 0,056 0,042 0,049 0,057
0,037 0,048 0,080 0,009 0,050 0,038 0,043 0,052
] 0,039 0,050 0,084 0,009 0,053 0,039 0,048 0,053
0,038 0,051 0,084 0,009 0,054 0,039 0,046 0,056
0,039 0,051 0,088 0,009 0,054 0,039 0,048 0,055
0,051 0,050 0,098 0,011 0,058 0,043 0,058 0,052
0,053 0,052 0,102 0,012 0,061 0,045 0,062 0,055
‘ 0,050 0,049 0,100 0,010 0,059 0,044 0,060 0,053
0,048 0,049 0,099 0,011 0,057 0,044 0,058 0,051
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Carbaril  Carbendazim Clorpirifés Mevinfés  Miclobutanil  Pirimifés-metilico Tebuconazole Tiacloprido

Resposta (mg/kg)

0,043 0,047 0,088 0,009 0,054 0,040 0,055 0,049
0,050 0,054 0,103 0,011 0,062 0,048 0,063 0,056
0,036 0,046 0,073 0,011 0,046 0,036 0,045 0,048
0,038 0,049 0,080 0,011 0,050 0,038 0,049 0,052
0,036 0,046 0,073 0,011 0,047 0,036 0,044 0,050
° 0,040 0,050 0,082 0,012 0,050 0,039 0,049 0,053
0,036 0,046 0,074 0,011 0,047 0,036 0,045 0,048
0,037 0,048 0,076 0,011 0,048 0,037 0,046 0,050
0,031 0,042 0,070 0,006 0,041 0,033 0,034 0,043
0,033 0,044 0,073 0,007 0,043 0,034 0,037 0,046
0,034 0,045 0,076 0,007 0,044 0,036 0,037 0,047
° 0,032 0,043 0,069 0,006 0,041 0,033 0,035 0,044
0,032 0,043 0,072 0,006 0,042 0,034 0,035 0,044
0,032 0,043 0,073 0,007 0,042 0,033 0,036 0,044

Tabela 1.4 - Resultados do estudo da estabilidade.

Diferenca de médias 0,3 x desvio padrao estimado por

Agrotoxico

(mg/kg) Horwitz e Thompson (mg/kg)
Carbaril 5,32 x10° 2,51 x103
Carbendazim 9,88 x104 2,97 x10°3
Clorpirifés 4,22 x103 5,19 x103
Mevinfés 1,11 x1073 5,48 x104
Miclobutanil 2,50 x103 3,08 x10°3
Pirimifés-metilico 1,50 x10-3 2,60 x10°3
Tebuconazol 1,36 x103 2,80 x103
Tiacloprido 1,26 x10°3 3,28 x108

O lote foi estavel para todos os analitos, com excegédo do Mevinfos.
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Trés itens amostrados aleatoriamente do material foram armazenados em
camara climatica por 6 dias a 50°C e foram analisados em duplicata para simular as
condigdes de transporte. Analise de variancia foi realizada e o lote foi estavel para
todos os analitos (p>0,05), com exceg¢ao do Mevinfés (p<0,05). Assim, os resultados
dos participantes que receberam os itens em até seis dias foram utilizados para o
calculo do valor designado e avaliados quanto a proficiéncia. Um reenvio de amostra

foi necessario.

3.4 Numero de laboratérios participantes

Treze laboratorios reportaram os resultados. Os laboratérios receberam uma
lista com os possiveis agrotoxicos presentes nos itens de ensaio, mas nem todos
reportaram resultados para todos os analitos. Foram recebidos 8 resultados para
Miclobutanil, 9 para Tebuconazol e Tiacloprido, 10 para Carbaril e Carbendazim, 12

para Clorpirifés e 13 para Pirimifés-metilico (Apéndice).

3.5 Eliminacao de outliers

Foram retirados os outliers utilizando-se os fatores k (a 95%) e h (a 95%)
obedecendo o limite de 2/9 dos dados originais. Para o tratamento de outliers, fez-se
uma comparagao dos fatores h e k com os testes mais comuns sugeridos na
literatura: Cochram e Grubbs a 95%. Constatou-se que os testes de Cochram e
Grubbs nao foram eficientes para a detecgdo dos outliers (Tabela 11.5). Portanto,
para ensaios realizados com numero pequeno de participantes, sugere-se a

utilizagao dos valores h e k a 95% para o tratamento de outliers.
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Tabela II.5 - Numero de outliers detectados por Grubbs, Cochram e pelo calculo dos

fatores h e k.

Agrotoéxico Cochram k Grubbs h
Carbaril 1 1 1 1
Carbendazim 1 2 0 0
Clorpirifés 0 2 0 1
Miclobutanil 0 0 0 0
Pirimifés-metilico 0 1 0 2
Tebuconazol 0 0 0 1
Tiacloprido 1 1 0 1

3.6 Comparagao dos valores designados e dos desvios padroes

Os resultados das determinag¢des dos valores designados e de seus desvios

sao apresentados nas Tabelas I1.6 e I1.7.
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Tabela II.6 - Resultados das determinagbes dos valores designados.

) Mediana e Mediana e Fatores h e k

Valor designado _ . _ _ _

Algoritmo A interquartil interquartil
(mg/kg) . .

normalizado A normalizado B

Carbaril 0,036 0,035 0,036 0,034
Carbendazim 0,037 0,037 0,036 0,038
Clorpirifos 0,098 0,091 0,090 0,082
Miclobutanil 0,047 0,048 0,050 0,047
Pirimifés-metilico 0,047 0,043 0,048 0,047
Tebuconazol 0,049 0,043 0,047 0,040
Tiacloprido 0,042 0,043 0,043 0,040

Tabela 1.7 - Resultados das determinag¢des dos desvios padrdes.

Mediana e Mediana e Fatores h e k
Desvio padrao (%) Algoritmo A interquartil interquartil

normalizado A normalizado B

Carbaril 30 14 23 24
Carbendazim 22 12 15 14
Clorpirifés 38 36 32 23
Miclobutanil 29 22 30 26
Pirimifés-metilico 33 23 20 24
Tebuconazol 30 30 31 26
Tiacloprido 28 20 31 21

3.7 Avaliagao da proficiéncia

Os resultados da avaliagédo da proficiéncia sdo apresentados nas Tabelas I1.8,
1.9 e 11.10.
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Tabela 11.8 - Resultados satisfatérios.

Mediana e Fatores h e k Fatores h e k
Resultados . . _
. Algoritmo A interquartil g calculado & =25%
satisfatorios (%) _
normalizado

Carbaril 90 70 90 90
Carbendazim 100 80 70 100
Clorpirifés 100 92 75 75
Miclobutanil 100 100 100 100
Pirimifés-metilico 100 77 85 85
Tebuconazol 100 89 89 89
Tiacloprido 89 89 89 89

Tabela I1.9 - Resultados insatisfatorios.

Mediana e Fatores h e k Fatores h e k

Resultados
. . . Algoritmo A interquartil g calculado & =25%
insatisfatorios (%) )

normalizado
Carbaril 10 10 10 10
Carbendazim 0 0 20 0
Clorpirifos 0 0 25 25
Miclobutanil 0 0 0 0
Pirimifos-metilico 0 8 15 15
Tebuconazol 0 0 11 11
Tiacloprido 0 0 11 11
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Tabela I1.10 - Resultados questionaveis.

_ Mediana e Fatores h e k Fatores h e k
Resultados Algoritmo . _
. interquartil & calculado & =25%
questionaveis (%) A _
normalizado

Carbaril 0 20 0 0
Carbendazim 0 20 10 0
Clorpirifés 0 8 0 0
Miclobutanil 0 0 0 0
Pirimifés-metilico 0 15 0 0
Tebuconazol 0 11 0 0
Tiacloprido 11 11 0 0

Observando-se os dados apresentados, pode-se perceber que os resultados
satisfatorios foram mais frequentes pela analise dos dados pelo Algoritmo A com a
obtencdo de desvios altos e valores designados visivelmente influenciados por
valores extremos. Quanto ao uso da mediana e do interquartil normalizado, observa-
se uma melhor distingdo entre resultados satisfatorios e ndo satisfatorios, mas ainda
com muitos resultados classificados como questionaveis, ou seja, sem uma
definicdo clara da proficiéncia dos participantes. Ja com o uso dos fatores k e h para
a avaliagdo da proficiéncia, constata-se uma distincdo clara entre resultados
satisfatérios e insatisfatorios. Além disso, observam-se desvios muito proximos dos
praticados pelos provedores de ensaio para os laboratérios de referéncia da Unido
Europeia (25%), sendo o mais baixo encontrado para Carbendazim (14%). Como
observaram-se resultados questionavel e insatisfatéorios equivocados para
carbendazim ao se utilizar o desvio calculado que € baixo e incomum para a analise
de residuos de agrotoxicos em alimentos, recomenda-se a adogdo do desvio de
25% para todos os agrotoxicos. Constata-se que assim corrige-se 0 equivoco quanto
ao carbendazim e mantém-se as mesmas conclusbes quanto aos outros
agrotoxicos.

Os resultados do ensaio de proficiéncia demonstraram um desempenho

satisfatorio dos participantes variando de 75% (Clorpirifés) a 100% (Carbendazim).
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Contudo apenas 38% dos participantes analisaram todos os residuos de agrotoxicos

de forma satisfatoria.

3.8 Incerteza do valor designado

A incerteza para a determinagdo do valor designado foi calculada como o
desvio padrao da estimativa do valor designado dividido pela raiz do numero de
laboratérios, pois assumiu-se que o desvio padrdo estimado pelo consenso dos
participantes apresenta os componentes da homogeneidade, estabilidade e
transporte em grande parte refletidos nos resultados utilizados, sendo considerada
sua estimativa suficiente para representa-los. Essa estimativa da incerteza foi
comparada ao desvio padrdo adotado para a avaliagao da proficiéncia multiplicado
por 0,3 conforme a ISO 13528 2015 recomenda (Tabela 11.11). Como ja esperado
para um numero pequeno de participantes em um ensaio de proficiéncia para
analise de multirresiduos de agrotéxicos, apenas para carbendazim obteve-se um
resultado satisfatério devido ao baixo desvio que o mesmo apresentou na estimativa
do valor designado. Sugere-se aqui que para limitar a incerteza da estimativa do
valor designado para a avaliagao da proficiéncia, a incerteza expandida dos valores
designados calculados e os desvios padrbes da avaliagdo da proficiéncia adotados
sejam comparados (Tabela 11.12). Assim, quando os resultados dos laboratérios
participantes utilizados para o calculo do valor designado forem superiores aos
desvios padrbes adotados para a avaliagao da proficiéncia, ndo se recomenda a
avaliacdo do desempenho dos participantes. Abordagem semelhante foi utilizada por
DEHOUCK e colaboradores em 2015, na qual o desvio padrdo alvo para avaliagao
da proficiéncia foi definido pelo provedor como a incerteza padrdo maxima aceitavel.
Assim, mesmo quando apenas resultados de laboratérios especialistas sao
utilizados para a determinagao do valor designado, como no estudo citado, ha uma
incerteza alta proveniente da caracterizacdo, o que demonstra que a analise de
multirresiduos de agrotoxicos apresenta uma incerteza padrédo elevada. Esclare-se
que esses métodos analisam um amplo numero de agrotéxicos em uma unica
corrida analitica e, devido a isso, € razoavel reconhecer que n&do podem ser

otimizados para cada analito.
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Tabela 11.11 - Incerteza padrédo do valor designado e 0,3 x desvio padrdo da
avaliacao da proficiéncia adotado.

Incerteza padrao do valor 0,3 x desvio padrao da avaliacdo da

Agrotdxico designado (mg/kg) proficiéncia (mg/kg)
Carbaril 0,00270 0,00253
Carbendazim 0,00179 0,00274
Clorpirifés 0,00635 0,00618
Miclobutanil 0,00435 0,00355
Pirimifés-metilico 0,00358 0,00355
Tebuconazol 0,00361 0,00299
Tiacloprido 0,00304 0,00301

Tabela 11.12 - Incerteza expandida do valor designado e desvio padrédo da avaliagéo

da proficiéncia adotado.

Incerteza expandida do _ _
o . B Desvio padrao da avaliagéo da
Agrotoxico desvio padr&o do valor .
] proficiéncia (mg/kg)
designado (mg/kg)

Carbaril 0,0061 0,0084
Carbendazim 0,0041 0,0091
Clorpirifos 0,0144 0,0206
Miclobutanil 0,0100 0,0118
Pirimifés-metilico 0,0080 0,0118
Tebuconazol 0,0083 0,0100
Tiacloprido 0,0070 0,0100

Observacdes sobre o desempenho dos laboratorios sdo apresentadas a

seguir conforme os dados apresentados na Tabela 11.13 e nas Figuras 1.1 e II.2.
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Tabela 11.13 - Dados analiticos declarados pelos participantes.

Cadigo Extragao Purificagéo Téenica Detector Calibracéo Matriz na
cromatografica calibragéo
59 QUEChERS- MgS04, C18 e PSA LC MS/MS Unico ponto Sim
Acetato
14 QUEChERS- PSA LC MS/MS Curva Sim
Citrato
18 QUuEChERS PSA e MgSO4 HPLC MS/MS Curva Nao
92 DFG-S19 GPC GC/CL MS/MS- Unico ponto Nao
ECD-NPD-
FPD
80 Estatico Nao CG FPD-ECD Curva Nao
24 QUEChERS- MgS04, C18 e PSA UPLC MS/MS Curva Sim
Acetato
43 Mini-Luke Nao LC MS/MS Curva Sim
57 QUuEChERS MgSO4 e PSA HPLC MS/MS Curva Sim
31 QUEChERS  150mg de MgSO4 e UPLC/GC MS/MS Curva Sim
50mg de PSA/ 1mL
extrato
19 QUEChERS- MgSO4 e C18 LC MS/MS Curva Sim
Acetato
82 GPC GPC CG FPD Unico ponto Nao
65 QUEChERS Nao HPLC MS/MS Curva Nao
55 QuEChERS PSA e MgS0O4 LC MS/MS Curva Sim
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Figura I1.1 - Porcentagem dos residuos do escopo analisados pelos participantes.
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Figura 1.2 - Resumo dos resultados obtidos pelos participantes.
3.9 Nao declaragao de limites de detecgao e de quantificagao
O laboratério que nao declarou seus limites de deteccao e de quantificacao

teve esses resultados considerados insatisfatorios, pois as concentracbes dos

agrotoxicos presentes nos itens de ensaio eram pelo menos duas vezes superiores
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aos limites de quantificagdo (0,01mg/kg) que tém sido utilizados nos programas de

monitoramento e fiscalizagdo dos alimentos que chegam a populagao brasileira.

3.10 Calibragao em matriz

Alguns aspectos chamam a atengdo para laboratorios que obtiveram
resultados insatisfatorios. Comparando-se as informagdes fornecidas pelos
laboratérios (Tabela 11.13), pode-se verificar que os trés laboratétrios que obtiveram
a maior porcentagem de resultados insatisfatérios nao utilizaram padrédo em matriz
para fazer a quantificacdo. A importancia da matriz na calibragcdo para uma
quantificacao eficiente foi relatada por YARITA e colaboradores em 2015, quando foi
constado que mesmo para a quantificacdo utilizando-se diluicdo isotdpica por
espectrometria de massas a presenca de matriz na calibracdo é determinante. O
efeito negativo da nao utilizagdo de calibragdo em matriz também ja foi observado
em um ensaio de proficiéncia de residuos de agrotdxicos em arroz realizado com a
participagcdo de 57 laboratérios japoneses (OTAKE et al, 2014). Ja no estudo
realizado por YARITA e colaboradores em 2015, a utilizagdo ou nido de calibracéo
em matriz ou o uso de protetores de analitos ndo foram significativos para a
obtencao de resultados satisfatérios na determinagéo de residuos de agrotoxicos em
soja. Ressalta-se aqui o fato de que a combinagao dos agrotdxicos e das matrizes
em um ensaio de proficiéncia sao limitados e que o efeito de matriz € importante
para a quantificacdo de muitos compostos. Como trata-se de método de
multirresiduos, recomenda-se que a calibragao seja sempre feita em matriz (SANTE,
2015). Observa-se que todos declararam ter o método validado. Destaca-se aqui a
importancia dos ensaios interlaboratoriais para a detecgcao de problemas analiticos
em diferentes matrizes e concentragdes e que a utilizacdo de material de referéncia
certificado € altamente recomendavel (SANTE, 2015), para a verificagdo da exatidao
da medigao. Infelizmente a oferta de tais materiais tdo valiosos para a garantia da
qualidade analitica dos resultados gerados por um laboratério é escassa, devido a
isso, um dos objetivos deste estudo foi também identificar os laboratérios

especialistas para a producdo de um material de referéncia certificado.
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3.11 Falsos positivos

Neste estudo ndo foram reportados resultados falso positivos, possivelmente
pela maioria dos laboratérios ja utilizarem detectores especificos. A diminuicdo no
numero de falso positivos foi relatada por MEDINA-PASTOR e colaboradores em
2010 ao constatar que de 1996 a 2008 o uso de detectores nao especificos entre os

participantes veio diminuindo.

3.12 Falsos negativos

Quanto aos falsos negativos, dos quatro laboratérios que apresentaram tais
resultados, trés n&o utilizaram matriz no padrdo de calibragcdo e dois utilizaram
detectores nao especificos. A diminuicdo do uso de detectores nao especificos foi
apontada no estudo realizado por MEDINA-PASTOR e colaboradores em 2010
como uma das causas de ao longo dos ensaios de proficiéncia realizados na Uni&o

Europeia verificar-se a diminuicdo do numero de resultados falso negativos.

3.13 Método de extragao

Quanto ao método de extracdo, 9 dos 13 laboratérios utilizaram o método
Quechers, mas nao se conclui que seja o melhor método, pois um dos laboratérios
que analisaram todos os agrotdéxicos e de maneira satisfatéria utilizou o método
Mini-Luke.

3.14 Curva de calibragao ou unico ponto

Quanto ao uso de curva de calibragao ou unico ponto para quantificagao, nao
se conclui que a quantificagdo com o unico ponto € inadequada, como ja previsto no
documento SANTE 2015, tomadas as devidas precaucdes, pois um dos laboratorios
que analisou todos os residuos e de maneira satisfatéria também utilizou esta forma

de quantificagao.
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3.15 CL-EM/EM

CL-EM/EM foi utilizada por 11 dos 13 laboratérios, comprovando o predominio
da utilizacdo desta técnica em andlise de multirresiduos de agrotéxicos em

alimentos.

3.16 Consideracgoes finais

Neste estudo, 38% dos laboratérios que participaram do ensaio de
proficiéncia analisaram todos os residuos presentes nos itens de ensaio de forma
satisfatoria. Porcentagem semelhante foi obtida no estudo de DEHOUCK e
colaboradores, em 2015, quando 30% dos laboratorios que participaram do ensaio
de proficiéncia de residuos de agrotdxicos em uva analisaram todos os residuos
acrescentados aos itens de ensaio de forma satisfatéria. Assim, nos resultados dos
dois estudos constata-se que ainda é necessario aprimoramento no
desenvolvimento dos meétodos multirresiduos para que sejam capazes de analisar
um amplo numero de residuos de agrotdxicos com maior acuracia. Essas baixas
porcentagens também refletem as dificuldades para a obtencdo de resultados
satisfatorios para todos os compostos analisados em métodos multirresiduos
(MEDINA-PASTOR et al, 2010).

4 CONCLUSAO

A determinacdo do valor designado e do desvio padrdo para a avaliagdo da
proficiéncia deve ser realizada com muita cautela para ensaios de proficiéncia com
numero reduzido de participantes. Comprovou-se que a utilizagado dos fatores h e k
foram eficazes tanto para o tratamento de outliers quanto para a avaliacdo da
proficiéncia dos participantes, mas que, mesmo assim, a analise critica do provedor
quanto aos resultados é extremamente importante tanto para nao gerar alertas
desnecessarios quanto para nido deixar de contribuir com o aprimoramento da

qualidade das analises dos participantes. Ressalta-se também que as adverténcias
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nao foram necessarias ao se utilizar este método, pois o mesmo foi capaz de

distinguir claramente os resultados satisfatérios dos insatisfatorios.
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5 APENDICE

Tabela ll.A.1 - Dados do Carbaril.

Carbaril

Caodigo ltem 1 Item 2 R LD LQ h k
59 0,035 0,037 97 0,003 0,010 0,270 1,115
14 0,027 0,027 86 0,005 0,010 -0,797 0,000
18 0,019 0,020 9% 0,005 0,010 -1,687 0,558
92 0,080 0,100 81 0,025 0,050 6,676 11,152
80 NT NT - - - - -
24 0,034 0,034 92 0,008 0,010 0,069 0,112
43 0,032 0,029 88 0,003 0,010 -0,382 1,673
57 0,037 0,038 95 0,002 0,010 0,448 0,454
31 0,047 0,049 99 0,005 0,010 1,694 1,115
19 0,031 0,031 73 0,009 0,030 -0,323 0,000
82 NT NT - - - - -
65 ND ND - 0,003 - - -
55 0,038 0,041 94 0,005 0,010 0,709 1,784

R - Recuperagéo (%); LD - Limite de detecgdo (mg/kg); LQ - Limite de quantificagcdo (mg/kg);
ND - N&o detectado; NT - Nao testado
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Tabela ll.A.2 - Dados do Carbendazim.

Carbendazim

Cddigo Item1 ltem?2 R LD LQ h k
59 0,045 0,044 97 0,003 0,010 0,871 0,858
14 0,050 0,047 76 0,005 0,010 1,309 2,573
18 0,028 0,027 93 0,005 0,010 -0,990 0,858
92 0,020 0,030 90 0,005 0,010 -1,264 8,578
80 NT NT - - - - -
24 0,036 0,037 94 0,008 0,010 0,001 0,429
43 0,037 0,035 99 0,003 0,010 -0,060 1,716
57 0,038 0,038 86 0,003 0,010 0,132 0,039
31 0,035 0,036 107 0,005 0,010 -0,114 0,858
19 0,034 0,032 77 0,009 0,030 -0,350 1,596
82 NT NT - - - - -
65 NT NT - - - - -
55 0,041 0,041 81 0,005 0,010 0,510 0,343

R - Recuperacéo (%); LD - Limite de deteccdo (mg/kg); LQ - Limite de quantificagdo (mg/kg);

ND - Ndo detectado; NT - Nao testado
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Tabela Il.A.3 - Dados do Clorpirifos.

Clorpirifos

Cddigo Item 1 Item 2 R LD LQ h k
59 0,063 0,071 106 0,003 0,010 -0,750 1,533
14 0,059 0,058 91 0,005 0,010 -1,162 0,192
18 NT NT - - - - -
92 0,140 0,160 95 0,005 0,010 3,277 3,833
80 0,150 0,170 104 0,030 0,100 3,762 3,833
24 0,107 0,105 99 0,008 0,010 1,133 0,498
43 0,084 0,082 100 0,003 0,010 0,026 0,383
57 0,114 0,109 94 0,002 0,010 1,411 0,929
31 0,126 0,133 85 0,005 0,010 2,282 1,342
19 0,076 0,078 75 0,009 0,030 -0,270 0,378
82 0,098 0,094 NA 0,008 0,010 0,657 0,767
65 0,056 0,065 70 0,003 0,010 -1,065 1,725
55 0,080 0,086 95 0,010 0,020 0,019 1,284

R - Recuperacéo (%); LD - Limite de deteccdo (mg/kg); LQ - Limite de quantificagdo (mg/kg);

ND - Ndo detectado; NT - Nao testado
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Tabela ll.A.4 - Dados do Miclobutanil.

Miclobutanil

Cadigo Item 1 Item 2 R LD LQ h k
59 0,052 0,058 91 0,003 0,010 0,648 1,819
14 0,039 0,038 94 0,005 0,010 -0,746 0,303
18 0,031 0,028 77 0,005 0,010 -1,507 0,910
92 NT NT - - - - -
80 ND ND - 0,010 0,020 - -
24 0,049 0,049 101 0,008 0,010 0,166 0,061
43 0,037 0,033 86 0,003 0,010 -1,042 1,213
57 0,067 0,067 92 0,003 0,010 1,649 0,012
31 0,054 0,057 89 0,005 0,010 0,690 0,910
19 ND ND 72 0,018 0,060 - -
82 NT NT - - - - -
65 NT NT - - - - -
55 0,047 0,051 96 0,005 0,010 0,141 1,213

R - Recuperacéo (%); LD - Limite de deteccdo (mg/kg); LQ - Limite de quantificagdo (mg/kg);

ND - Ndo detectado; NT - Nao testado
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Tabela II.A.5 - Dados do Pirimifés-metilico.

Pirimifés-metilico

Cadigo Item 1 Item 2 R LD LQ h k
59 0,048 0,053 94 0,003 0,010 0,263 1,533
14 0,043 0,042 82 0,005 0,010 -0,412 0,307
18 0,030 0,027 102 0,005 0,010 -1,594 0,920
92 0,040 0,050 92 0,001 0,010 -0,201 3,066
80 0,040 0,040 109 0,030 0,100 -0,623 0,000
24 0,054 0,053 98 0,008 0,010 0,483 0,307
43 0,042 0,039 83 0,003 0,010 -0,581 0,920
57 0,076 0,075 89 0,003 0,010 2,359 0,439
31 0,065 0,069 95 0,005 0,010 1,656 1,227
19 0,065 0,059 77 0,009 0,030 1,202 1,768
82 0,049 0,048 104 0,008 0,010 0,065 0,228
65 0,018 0,018 70 0,003 0,010 -2,480 0,000
55 0,039 0,043 89 0,005 0,010 -0,547 1,043

R - Recuperacéo (%); LD - Limite de deteccdo (mg/kg); LQ - Limite de quantificagdo (mg/kg);

ND - Ndo detectado; NT - Nao testado
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Tabela Il.A.6 - Dados do Tebuconazol.

Tebuconazol

Cadigo Item 1 Item 2 R LD LQ h k
59 0,026 0,032 9% 0,003 0,010 -1,086 1,499
14 0,049 0,048 93 0,005 0,010 0,874 0,250
18 0,027 0,026 87 0,005 0,010 -1,337 0,250
92 ND ND - - - - -
80 NT NT - - - - -
24 0,050 0,052 105 0,008 0,010 1,130 0,325
43 0,039 0,033 84 0,003 0,010 -0,382 1,499
57 0,048 0,054 91 0,004 0,010 1,128 1,434
31 0,080 0,075 97 0,005 0,010 3,798 1,099
19 NT NT - - - - -
82 NT NT - - - - -
65 0,032 0,031 104 0,003 0,010 -0,834 0,250
55 0,043 0,047 93 0,005 0,010 0,507 1,074

R - Recuperacéo (%); LD - Limite de deteccdo (mg/kg); LQ - Limite de quantificagdo (mg/kg);

ND - Ndo detectado; NT - Nao testado
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Tabela Il.A.7 - Dados do Tiacloprido.

Tiacloprido

Cadigo Item 1 Item 2 R LD LQ h k
59 0,045 0,043 107 0,003 0,010 0,381 0,564
14 0,035 0,031 92 0,005 0,010 -0,714 1,127
18 0,029 0,027 115 0,005 0,010 -1,212 0,564
92 ND ND - - - - -
80 NT NT - - - - -
24 0,043 0,044 98 0,008 0,010 0,356 0,197
43 0,037 0,032 87 0,003 0,010 -0,565 1,409
57 0,049 0,050 92 0,003 0,010 0,898 0,323
31 0,062 0,084 107 0,005 0,010 3,263 6,227
19 0,039 0,033 83 0,009 0,030 -0,405 1,536
82 NT NT - - - - -
65 ND ND - 0,003 0,010 - -
55 0,051 0,055 91 0,005 0,010 1,262 1,268

R - Recuperacéo (%); LD - Limite de deteccdo (mg/kg); LQ - Limite de quantificagdo (mg/kg);

ND - Ndo detectado; NT - Nao testado
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CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO DE MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIFICADO PARA DETERMINAGAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM
FEIJAO (PHASEOLUS VULGARIS, L.).

RESUMO

Material de referéncia certificado para multirresiduos de agrotdéxicos em feijao foi
desenvolvido. Acetamiprido, Ciproconazol, Flutriafol, Piraclostrobina, Pirimifés-etilico,
Pirimifés-metilico,  Piriproxifem, Propargite, Propiconazol, Tebuconazol e
Tetraconazol foram adicionados a feijdo organico.  Dois laboratorios selecionados
a partir dos resultados de um ensaio de proficiéncia produziram os dados utilizados
na caracterizacdo. Os valores certificados e suas respectivas incertezas foram:
0,061 mg/kg + 0,011 mg/kg para acetamiprido; 0,082 mg/kg + 0,037 mg/kg para
ciproconazol; 0,065 mg/kg £ 0,018 mg/kg para flutriafol; 0,072 mg/kg + 0,013 mg/kg
para imidacloprido; 0,048 £ 0,022 para piraclostrobina; 0,049 mg/kg + 0,023 mg/kg
para piriproxifem; 0,079 mg/kg £ 0,009 mg/kg para propiconazol. Pirimifés-etilico,
pirimiféds-metilico e propargite ndo obtiveram resultados satisfatorios na avaliagéo da
estabilidade ao transporte e o prazo de validade do padréao de tebuconazol expirou
durante a producdo do material. Tetraconazol ndo apresentou incerteza adequada

ao uso para analise de multirresiduos de agrotéxicos em alimentos.

Palavras-chave: validagao de método, ensaio de proficiéncia, material de referéncia
certificado, método multirresiduos, feijao, agrotoxicos.
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1 INTRODUGAO

O monitoramento de residuos de agrotéxicos em alimentos para investigar a
relagdo entre exposicdo e riscos a saude é importante, e para uma avaliagcao
correta, resultados analiticos com acuracia sao necessarios (OTAKE et al., 2013).

A analise de multirresiduos de agrotoxicos é complexa, pois ha uma ampla
faixa de diferentes estruturas quimicas presente entre os agrotoxicos que pode
comprometer a acuracia dos métodos multirresiduos para certos analitos (GRIMALT
et al., 2015; OTAKE et al., 2013).

O uso de materiais de referéncia certificados é recomendado para garantir a
qualidade dos resultados analiticos produzidos pelos laboratérios que analisam
residuos de agrotdxicos em alimentos (ISO, 2005; SANTE, 2015).

O material de referéncia certificado pode ser utilizado na validacdo de um
método para avaliagcdo da veracidade e para assegurar a rastreabilidade dos
resultados, além de poder ser utilizado para monitorar o desempenho do método
validado ao longo do tempo (GRIMALT et al., 2015).

Esforcos tém sido feitos para a produgado desses materiais, mas ainda € rara
a sua oferta e, consequentemente, seu uso entre os laboratorios. Na literatura, ja
foram produzidos materiais de referéncia de residuos de agrotoxicos em arroz
integral, soja, macga, repolho e cha verde (GRIMALT et al., 2015; OTAKE et al.,
2013; OTAKE et al., 2011; OTAKE et al., 2009; SANTE, 2015; SIN et al., 2015; SIN
et al., 2012; YARITA et al., 2014).

Com o objetivo de contribuir para a garantia da qualidade dos dados gerados
pelos laboratérios brasileiros para alimentos que apresentam alto consumo pela
populacgao, foi produzido um material de referéncia certificado para a determinacao

de residuos de agrotéxicos em feijao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e amostras

Os padrbes de agrotoxicos foram adquiridos do Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Alemanha). Reagentes utilizados: acetona para analise (pa) foi adquirida da Merck
(Darmstadtb, Alemanha), acetona para analise de residuo (par) foi adquirida de
J.T.Baker (Phillipsburg, EUA), acetonitrila para cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi adquirida da Merck (Darmstadtb, Alemanha), metanol para
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi adquirido de J.T. Baker (Center Valley,
EUA), acido formico e formiato de aménio foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil), sulfato de magnésio anidro foi adquirido da Sigma-Aldrich (Saint
Louis, EUA), agua ultrapura foi gerada pelo Milli-Q Gradient da Millipore (Billerica,
EUA), sulfato de magnésio anidro foi adquirido da Merck (Darmstadtb, Alemanha),
cloreto de sddio pa foi adquirido de J.T.Baker (Phillipsburg, EUA) e amina primaria
secundaria (PSA) com particulas de 40 ym foi adquirida da Agilent Technologies
(Santa Clara, EUA). Equipamentos utilizados: Cromatografo liquido modelo 1200
acoplado a espectrémetro de massas sequencial (triploquadrupolo) modelo 6460 da
Agilent Technologies (Santa Clara, EUA) com software Masshunter versdo B.07.01,
moinho e banho termostatizados da Marconi (Piracicaba, Brasil) modelos MA
090/CFT e MA-184, respectivamente, homogeneizador em V da Marconi (Piracicaba,
Brasil), cdmara climatica da Marconi (Piracicaba, Brasil) centrifuga refrigerada da
Thermo Scientific (Waltham, EUA) e pipetadores automaticos Thermo Scientific
(Waltham, EUA) e HBL Lab Solug¢des (Warszawa, Polénia), centrifuga refrigerada
Jouan Cr3i Thermo Scientific (Waltham, EUA), balanga Sartorius TE 612 (Gottingen,
Alemanha), balanga Scientech AS 210 (Boulder, EUA), balanga Sartorius BP 211 D
(Gottingen, Alemanha), freezer Thermo Scientific (Waltham, EUA), capelas quimicas
de exaustao Poliscience e Engelab. Feijao organico foi adquirido em loja de produtos
organicos de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. O laboratério produtor é
acreditado na NBR ISO/IEC 17025 para analise de residuos de agrotoxicos em
frutas e hortalicas pelo INMETRO CRL 0322 desde 2011.
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2.2 Preparo e armazenamento do material

O material foi preparado seguindo os requisitos da Norma ABNT ISO GUIA
34.

Sete quilos de feijdo organico foram processados em moinho refrigerado.

Uma solugdo com os padrdes de agrotoxicos em acetona PAR foi preparada
para se obter uma concentragdo tedrica de 0,04 mg/kg para Piraclostrobina,
Pirimifés-etilico e Pirimifés-metilico; 0,05 mg/kg para Acetamiprido; 0,06 mg/kg para
Piriproxifem, Propargite e Tetraconazol; 0,07 mg/kg para Ciproconazol e Flutriafol;
0,08 mg/kg para Propiconazol; e 0,10 mg/kg para Tebuconazol.

O feijao moido foi espalhado em sete recipientes largos que comportavam um
quilo cada. Logo apds, o feijao foi contaminado com gotas da solugédo, também
dividida em sete volumes equivalentes, por toda a extensdo do material. Aguardou-
se a evaporacgdo do solvente e uma primeira homogeneizagéo foi feita utilizando-se
uma espatula para garantir que grumos que por ventura tivessem sido formados
fossem eliminados. Apods isso, o material foi homogeneizado em homogeneizador
durante 5 dias.

Foram pesados aproximadamente 40 g do material preparado em potes de
prolipropileno. Os potes foram lacrados e armazenados em freezer.

2.3 Estudo da homogeneidade

O estudo estatistico da homogeneidade foi realizado seguindo a ISO GUIA
35. Foram utilizados 17 itens de ensaio selecionados de forma aleatdria e cada item

foi analisado em triplicata. Analise de variancia de fator unico foi realizada.

2.4 Estudo da estabilidade

O estudo estatistico da estabilidade foi realizado seguindo a ISO GUIA 35,
utilizando-se a analise de variancia a partir da regressao. Foram estudados 3 itens
do ensaio, amostrados aleatoriamente e analisados em duplicata, a cada 4 meses,

durante 12 meses.
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Para simular as condigdes de transporte, trés itens amostrados
aleatoriamente do material foram armazenados em camara climatica por 6 dias a
50°C e foram analisados em duplicata. Os dados foram avaliados por analise de

variancia.

2.5 Convite aos laboratorios

O convite para participacao da caracterizacao foi feito a cinco laboratérios que
analisaram todos os analitos e obtiveram apenas resultados satisfatorios em um
ensaio de proficiéncia de residuos de agrotoxicos em feijdo realizado entre os

laboratdrios brasileiros.

2.6 Envio dos itens

Foram enviados cinco itens contaminados e um item com amostra branca de
feijao. Cada item continha aproximadamente 40g de amostra. Os itens foram
envolvidos em plastico e enviados em caixas de isopor contendo gelo seco. O
formulario de recebimento dos itens, as instru¢gdes para armazenamento e analise
dos itens e o formulario para envio dos resultados que incluia um questionario sobre
o0 método analitico que seria utilizado foram encaminhados por correio eletrénico aos

laboratorios.

2.7 Determinacgao do valor de propriedade

A estimativa do valor de propriedade foi feita pelo calculo da média dos

resultados enviados pelos laboratérios.

2.8 Determinagao da incerteza do valor de propriedade

A incerteza do valor de propriedade foi calculada de acordo com a seguinte

equacao:
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onde,

Umrc = incerteza expandida a 95% de confianga do material de referéncia
certificado;

k = fator de abrangéncia de acordo com graus de liberdade efetivos (vef);

Uiab = incerteza padrao relacionada aos resultados entre laboratorios;

Urepe = incerteza padrao relacionada a repetibilidade dos resultados;

Uhomo = incerteza padréo relacionada a homogeneidade;

Uestab = incerteza padrao relacionada a estabilidade;

umMRrRc = incerteza combinada do material de referéncia certificado;

gl = graus de liberdade.
A incerteza relacionada a estabilidade ao transporte nao foi inserida no

calculo da estimativa da incerteza, pois as condi¢cdes de transporte foram escolhidas

de modo que nao precisassem ser levadas em consideragao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Laboratoérios participantes

Trés laboratdrios aceitaram o convite para participar da caracterizagao do
material de referéncia e enviaram os resultados, mas um deles nao tinha o método
validado e nao era acreditado pelo Inmetro segundo a ISO 17025, portanto, os

resultados tiveram que ser desconsiderados.

3.2 Estudo da homogeneidade

Os dados obtidos no estudo da homogeneidade séao apresentados na Figura
.1 e a contribuicdo da falta de homogeneidade para a incerteza do valor de
propriedade é apresentada na tabela Ill.2. O quadrado médio entre frascos foi maior
que o de dentro dos frascos para todos os analitos, portanto, a variancia da

homogeneidade nao foi mascarada pela variancia da repetibilidade do método.
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Figura lll.1 — Gréficos do estudo da homogeneidade.

3.3 Estudo da estabilidade

Quanto a avaliagédo da estabilidade ao transporte, o lote foi estavel para todos
os analitos, com excecao de Pirimifés-etilico, Pirimifés-metilico e Propargite (Figura

111.2).
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Figura Ill.2 — Gréficos do estudo da estabilidade ao transporte.

Todos os agrotdxicos avaliados apresentaram resultados aceitaveis quanto a

estabilidade a longo prazo. Os resultados sdo apresentados na figura I11.3.

108



Residuo, mg/kg Residuo, mg/kg

Residuo, mg/kg

Acetamiprido
0,015
0,01 - *
0,005 -
o] ! ¢
$ . $
-0,005 - L .
-0,01 -
-0,015 T T T T T T T ]
-2 0 2 4 6 8 10 12 14
Més
Flutriafol
0,02
0,01 - * ‘
|l & $ -
NI ;
0,01 - *
-0,02 T T T T T T T T
2 0 2 4 6 8 10 12 14
Més
Piraclostrobina
0,01 -
L 2
0,005
S
* * L 2
0 - 4
¢ ¢ $
-0,005 - *
—0,01 T T T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12 14
Més

Residuo, mg/kg Residuo, mg/kg

Residuo, mg/kg

0,01

0,005

-0,005

-0,01

0,015
0,01
0,005

-0,005
-0,01
-0,015

-0,02

-0,04

Ciproconazol

+
| . : ; y:
] . s
1N B .
+
-2 0 2 4 6 8 10 12 1
Més
Imidacloprido
_ E-3 *
_ ¢ L
] e ¢ 3
* *
1 :

1l e *
-2 0 2 4 6 8 10 12 1
Més

Piriproxifem
_ ‘ $
| ‘ *
-2 0 2 4 6 8 10 12 14

109



Propiconazol Tetraconazol
0,02 0,01 -
b bp *
S 001 ¢ S 0,005 - .
£ s $ . £ i $ $
s 01 3 3 $ s 0-
2 . $ 3 e i
¥ 0,01 - o 0,005 - * .
-4 -4
—0,02 T T T T T T T 1 —0,01 T T T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12 14 -2 0 2 4 6 8 10 12 14
Més Més

FIGURA 1I1.3 — Avaliagdo da estabilidade a longo prazo.

Tebuconazol teve que ser desconsiderado, pois o prazo de validade do

padrao expirou durante o desenvolvimento do material de referéncia certificado.

3.4 Determinacgao do valor de propriedade e da incerteza associada

Os valores de propriedade determinados e suas respectivas incertezas sao

apresentados na tabela IIl.1.

Tabela lll.1 — Dados do material de referéncia certificado.

Concentragao
. . Valor certificado Incerteza Incerteza LMR
Agrotoéxico tedrica
(mg/kg) (mg/kg) (%) (mg/kg)
(mg/kg)
Acetamiprido 0,050 0,061 0,011 18 0,1
Ciproconazol 0,070 0,082 0,037 45 NA
Flutriafol 0,070 0,065 0,018 28 0,1
Imidacloprido 0,070 0,072 0,013 18 0,07
Piraclostrobina 0,040 0,048 0,022 46 0,1
Piriproxifem 0,060 0,049 0,023 47 0,01
Propiconazol 0,080 0,079 0,009 11 0,05
Tetraconazol 0,060 0,080 0,074 92 0,2

LMR - Limite maximo de residuo, NA — Nao autorizado.
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Os componentes das incertezas sao apresentados na tabela 1ll.2 e a
porcentagem de contribuicdo de cada componente € apresentada na figura I11.4.

Tabela lll.2 — Componentes das incertezas do material de referéncia certificado.

Agrotoxico S lab S repe S homo S estab incerteza Veff k incerteza
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) combinada expandida
(mg/kg) (mg/kg)
Acetamiprido 0,000 0,004 0,001 0,002 0,005 16 2,13 0,011
Ciproconazol 0,016 0,006 0,002 0,002 0,017 12 2,18 0,037
Flutriafol 0,007 0,003 0,002 0,002 0,008 15 2,13 0,018
Imidacloprido 0,003 0,004 0,003 0,003 0,006 54 2,01 0,013
Piraclostrobina 0,009 0,005 0,001 0,002 0,010 16 2,13 0,022
Piriproxifem 0,006 0,001 0,001 0,009 0,011 35 2,03 0,023
Propiconazol 0,002 0,003 0,002 0,003 0,004 54 2,01 0,009
Tetraconazol 0,032 0,006 0,002 0,002 0,033 10 2,26 0,074

S 1ab: iNncerteza associada aos laboratdrios, s repe: incerteza associada a repetibilidade, s homo: incerteza
associada a homogeneidade, s estab: incerteza associada a estabilidade, vesr graus de liberdade

efetivos, k: fator de abrangéncia a 95%.
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Figura lll.4 — Contribuicdo das fontes de incerteza.

As incertezas dos valores certificados variaram de 11% a 92%. Sendo

marcante a incerteza de 92% observada para Tetraconazol dominada pela variagao
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de resultados entre laboratérios. Como ja esperado para analise de multirresiduos
de agrotoxicos em alimentos, as incertezas encontradas sao altas, pois os métodos
se prestam a analisar um amplo numero de compostos em uma mesma corrida o
que torna razoavel considerar aceitavel que os mesmos nao podem ser otimizados
para cada um dos analitos (DEHOUCK et al., 2015; MEDINA-PASTOR et al., 2011;
SANTE, 2015).

Os resultados obtidos atendem ao critério de aceitabilidade do guia SANTE
2015 (70% a 120%) para os agrotoxicos: acetamiprido, imidacloprido e propiconazol,
pois as incertezas variaram de 11% a 18% e, portanto, sdo adequados para a
verificagdo do desempenho de um meétodo quanto a veracidade. Quanto a
adequacao aos limites maximos de residuos estabelecidos pela legislagao brasileira,
o valor determinado para o acetamiprido representou 61% do seu LMR (0,1 mg/kg),
para o imidacloprido representou 103% do seu LMR (0,07 mg/kg) e para
propiconazol, 158% do deu LMR (0,05 mg/kg).

Em 2013, OTAKE e colaboradores produziram um material de referéncia
certificado para a determinagcdo de organofosforados e piretrdides em maca.
Encontraram os seguintes valores: 2,28 mg/kg + 0,82 mg/kg para diazinon; 3,14
mg/kg = 0,79 mg/kg para fenitrotion; 1,55 + 0,81 para cipermetrina; e 2,81 mg/kg *
0,70 mg/kg para permetrina. Portanto, as incertezas variaram de 25% a 52%,
resultado semelhante ao obtido neste estudo. Quanto a adequagao aos limites
maximos de residuos estabelecidos no Japao, os valores estabelecidos para
diazinon (0,1 ppm) e fenitrotiona (0,2 ppm) excederam os limites em até trés vezes;
e para cipermetrina (2,0 ppm) e permetrina (2,0 ppm) ficaram abaixo do limite
estabelecido de cinco a dez vezes.

Yarita e colaboradores em 2014 preparam um material de referéncia
certificado para a determinacdo de multirresiduos de agrotdéxicos em soja e
encontraram incertezas expandidas variando de 14% a 29%. Quando comparadas
com os limites maximos de residuos, as concentragdes certificadas foram de 22%
para diazinon, 44% para fenitrotion, 3,7% para clorpirifés e 40% para permetrina. Os
valores certiticados foram: 21,7 + 3,2 uyg/kg para diazinon, 88 * 21 ug/kg para
fenitrotiona, 11,1 + 3,2 pg/kg para clorpirifés e 20,1 + 4,3 pg/kg para permetrina.
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4 CONCLUSAO

Um material de referéncia certificado para determinagao de multirresiduos de
agrotoxicos em feijao foi produzido. Para acetamiprido, imidacloprido e propiconazol
foi possivel obter resultados que atendessem aos critérios de aceitabilidade exigidos
pelo SANTE 2015 quanto a avaliagao da veracidade (70% a 120%). Observa-se que
a incerteza na analise de residuos de agrotéxicos é elevada mesmo entre
laboratérios especialistas. O numero reduzido de laboratérios especialistas também
contribuiu para a incerteza elevada. O uso do material de referéncia certificado
associado a validacdo de método e a participagdo em ensaios de proficiéncia
garante a confiabilidade dos resultados gerados por um laboratério, pois abrange
trés pontos de grande importancia: a garantia interna da qualidade dos resultados, a
concordancia dos resultados entre laboratérios e a verificagdo da veracidade dos
resultados obtidos.
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CONCLUSOES INTEGRADAS

O método desenvolvido foi adequado ao propésito de uso. Demonstrou-se
que o estudo da linearidade deve ser realizado de forma criteriosa com pena da nao
deteccdao de desvios e a importancia da clara definicdo das condicbes para
declaracdo de amostras com resultados ndo detectados e com resultados apenas
detectados. No estudo de ocorréncia, aproximadamente 9% das amostras
apresentaram resultado que viola a legislagao brasileira.

Na segunda parte deste trabalho, constatou-se que a determinag&o do valor
designado e do desvio padrédo para a avaliagdo da proficiéncia deve ser realizada
com muita cautela para ensaios de proficiéncia com numero reduzido de
participantes. Foi demonstrado que a utilizacdo dos fatores h e k foram eficazes
tanto para o tratamento de outliers quanto para a avaliacdo da proficiéncia dos
participantes, mas que, ainda assim, a analise critica do provedor quanto aos
resultados é extremamente importante tanto para ndo gerar alertas desnecessarios
quanto para nao deixar de contribuir com o aprimoramento da qualidade das
analises dos participantes.

Finalmente, um material de referéncia certificado para determinacdo de
multirresiduos de agrotéxicos em feijdo foi produzido com a certificagdo de valores
de propriedade e de suas incertezas para sete analitos. Demonstrou-se a
importancia da avaliacdo adequada das fontes de incerteza, a adequacgao dos
valores de propriedade aos limites maximos de residuo estabelecidos para a cultura
e das condi¢cdes que tornam o material adequado a verificacdo da veracidade.

Sendo o Brasil o maior consumidor de agrotéxicos do mundo, o uso de
ferramentas de garantia da qualidade é essencial para o monitoramento eficaz dos
residuos no alimentos. A grande variedade de combinagdes agrotodxico,
concentragdo e matriz torna o desafio da garantia da qualidade dos dados gerados
ainda maior, mas constata-se a necessidade de produzir ferramentas adequadas
aos habitos de consumo de cada pais. Neste estudo, foi possivel desenvolver
ferramentas que abrangessem o controle da qualidade intralaboratorial (validagéo do
método), o controle da qualidade interlaboratorial (ensaio de proficiéncia) e a

avaliagao da veracidade dos resultados gerados (material de referéncia certificado)
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para um dos alimentos mais consumidos pela populacdo brasileira. A adequacao
das ferramentas de controle da qualidade a legislagdo brasileira e a realidade dos
laboratérios brasileiros foi realizada, posibilitando assim a obtencdo de dados
consistentes para uma avaliagdo de risco adequada e, consequentemente, para

alteracdes que se fagcam necessarias na legislagao brasileira de uso de agrotoxicos.
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