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Resumo

Neste trabalho sdo apresentados os resultados dos estudos de estabilidade referentes a produ¢ao de um material de referéncia certificado.
Foram avaliados niveis residuais de concentragao dos agrotoxicos y-HCH, fenitrotiona, clorpirifés e procimidona em polpa de tomate. A
pasteurizagdo e a irradiagdo gama foram empregadas a polpa de tomate, visando manter a integridade da amostra candidata a material de
referéncia. A polpa foi preparada e dividida em duas partes. Cada parte foi fortificada com os referidos agrotéxicos na faixa de concentragio
de 0,1 a 0,2 mg.kg'. Uma das partes foi submetida a pasteurizagdo a 90 °C por 4 minutos e a outra parte foi irradiada com dose de 2,0 kGy
depois de homogeneizada. A estabilidade e a incerteza da amostra, correspondente ao periodo de tempo avaliado, foram determinadas
através da andlise de regressao em conjunto com a ANOVA. Os resultados indicaram que ambos os procedimentos de preparo da amostra
sao adequados para a conservagdo da polpa de tomate fortificada com os quatro agrotdxicos, com vantagem para o tratamento por irradiagao
com a dose de 2,0 kGy.
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Abstract

This research presents the results of stability studies regarding the production of certified reference materials. The residual concentration
levels of four pesticides, namely y-HCH, fenitrothion, chlorpyrifos, and procymidone were investigated. Pasteurization combined with
gamma irradiation was used to maintain the integrity of the mixture tested as a reference material candidate. The pulp was prepared and
split into two parts. Each part was then spiked with those pesticides in the concentration range of 0.1 to 0.2 mg.kg™” in tomato pulp. One
of them was submitted to pasteurization at 90 °C for 4 minutes after being homogenized, and the other was irradiated with a gamma dose
of 2.0 kGy. The material stability and the corresponding uncertainty during the period of time evaluated were determined using regression
analysis and ANOVA. The results indicated that the dose of 2.0 kGy was appropriated for the conservation of tomato pulp spiked with the
four aforementioned pesticides.
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de uma medigdo obtida através de ensaios analiticos é o alvo
prioritario em laboratdrios nos dias de hoje. Uma ferramenta
indicada para este objetivo é o uso de materiais de referéncia,
certificados ou ndo, que apresentam como caracteristicas
essenciais homogeneidade e estabilidade conhecida.

Cardoso (2008) apresentou os resultados referentes ao
estudo da homogeneidade de um lote de polpa de tomate,
candidata a material de referéncia certificado - MRC, fortificada
com quatro agrotoxicos: y-HCH, fenitrotiona, clorpirifés e
procimidona. Assim como a homogeneidade, a estabilidade é
também pré-requisito no processo de certificagdo do material de
referéncia, pois constitui um importante pardmetro, indicativo
do grau de conservagao do material durante periodos especificos
de tempo e temperatura apds a sua preparagdo. Sabe-se que o

material preparado pode ser suscetivel a degradagio por agao de
agentes tais como: tempo, temperatura, luz, oxigénio, umidade,
atividade microbioldgica entre outros (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2006).

O teste de estabilidade é mais complexo que o de
homogeneidade. Para o estudo da estabilidade, devem ser
considerados dois tipos de variagdo: de longa duracao,
que avalia a estabilidade do material, representando o
tempo de estocagem ou de prateleira; e de curta duragio,
representando, por exemplo, as condi¢cdes de transporte (van
der VEEN et al., 2001; INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 2006).

O primeiro tipo é o modelo classico, o qual mede o valor
da propriedade da amostra em fung¢do do tempo. O periodo
de monitoracdo das amostras baseou-se na expectativa de sua
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vida util, tipicamente entre 24 e 36 meses, correspondendo a
5 ou 6 intervalos tipicos de amostragem. (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2006).

Como tal modelo deve ser executado sob condicdes
de reprodutibilidade (concordancia entre os resultados de
medi¢des de um mesmo mensurando sob condi¢oes variadas de
medigdo) (BRASIL, 2007), o valor da incerteza inerente a essa
caracteristica - u, . onde lte significa longo tempo de estocagem
(van der VEEN et al., 2001), ou simplesmente u__, deve ser
também informado.

est’

O estudo realizado em curto periodo de tempo é conhecido
como isochronous design ou modelo isocrdnico. Nesse modelo
sdo realizadas, sob condi¢oes de repetitividade, medigdes
simultineas das amostras estocadas sob diferentes condi¢des de
temperatura, para produzir variagdes na taxa de deterioragdo
dos agrotoxicos (LAMBERTY; SCHIMMEL; PAUWELS,
1998; van der VEEN et al., 2001; LINSINGER et al., 2001b;
LINSINGER et al., 2004; INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 2006), ou seja, é possivel através
de uma dnica sequéncia de analise, utilizando a mesma curva
analitica, realizar a avaliacdo dos resultados de medigdo
sucessiva, levando a incertezas menores que aquelas decorrentes
da utilizagdo do modelo cldssico e que, na maioria das vezes,
podem ser negligenciadas. A extensdo do tempo de estudo
pode ser de dois meses, podendo se estender até seis a doze
meses, visando-se obter informagdes adicionais sobre o tempo
de estocagem (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2006).

O tomate foi o fruto matriz escolhido para ser o material
de referéncia. Tomates sdo extremamente suscetiveis a
danos por resfriamento, danos mecanicos e a presenca de
micro-organismos e, como este fruto apresenta teor de
agua elevado em sua constitui¢do, consequentemente, ha
possibilidade de ocorréncia de degradagao dos agrotdxicos
nessa matriz, decorrente de alguma atividade bacteriana que
possa se desenvolver no meio, interferindo em sua estabilidade
(SINGH et al., 2000; FLORES et al., 2004; MARTINS, 2006;
COUTINHO et al., 2005).

Os processos térmicos ou fisicos para fins de esterilizagdo
de alimentos constituem tecnologias empregadas na industria
para conservagdo de alimentos.

Dois exemplos de processo de esterilizagdo, a pasteurizagao
e airradiacdo, sdo utilizados em industrias de alimentos com o
propésito de eliminar microrganismos, visando conserva-los,
sem perda de suas qualidades e caracteristicas nutricionais,
durante o tempo de estocagem ou transporte (SILVA et al.,
2006).

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

A irradiagdo de alimentos, segundo a RDC n° 21 de 26 de
janeiro de 2001, da ANVISA (BRASIL, 2001), é um processo
fisico de tratamento que consiste em submeter o alimento, ja
embalado ou a granel, a doses controladas de radiacdo ionizante,
com finalidade sanitdria, fitossanitaria e ou tecnoldgica. Esse
processo alternativo é capaz de prolongar a vida ttil e melhorar
a qualidade de varios tipos de alimentos, visando reduzir
significativamente as perdas pds-colheita, além de aumentar
a qualidade higiénica e a competitividade dos produtos
agropecudrios no mercado internacional.

A irradiagao de alimentos pode ser vantajosa em relagdo
a pasteuriza¢do porque atua com eficacia em todo o volume
do produto sem elevar significativamente sua temperatura.
Por outro lado, a pequena disponibilidade de irradiadores
e a possibilidade da produ¢do de alteragdes sensoriais,
especialmente em doses mais elevadas, ainda constituem
entraves para a utilizacdo mais ampla da tecnologia (SILVA et al.,
2006; SANT’ANA; ARAUJO, 2007).

A ISO Guide 35 (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 2006) estabelece que a avaliagdo
da estabilidade do material seja feita pela analise de residuos da
regressao em conjunto com a analise de varidncia (ANOVA),
que consiste em observar se a regressdo linear dos valores
de concentra¢do dos analitos adicionados a amostra, ao
longo do tempo apresenta alguma tendéncia. Se a inclinagdo
da reta nao for significativa, ou seja, se a concentragdo do
agrotoxico néo variar em fung¢do do tempo, o material é
considerado estavel (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION 2006).

Os valores das concentragoes dos analitos, obtidos ao longo
do tempo, foram gerados pela utilizagdo da cromatografia
gasosa de alta resolucdo acoplada a detector por captura de
elétrons (CGAR/DCE). Na andlise qualitativa, empregou-se
a cromatografia gasosa acoplada a detector seletivo de massas
(CG/DSM), para deteccdo de substancias desconhecidas na
amostra (CARDOSO, 2008).

Este trabalho tem os objetivos de estudar e comparar dois
tratamentos térmicos empregados para a produgdo da amostra
visando garantir sua integridade durante o tempo de estocagem
e sob condi¢des de transporte. Sdo apresentados os resultados
da etapa referente a estabilidade (incluindo a incerteza) de
um lote de polpa de tomate, submetido a radiagdo gama e a
pasteurizagdo, candidato a MRC, a ser utilizado na analise de
residuos de agrotéxicos. Os resultados encontrados neste estudo
deverdo indicar se a estabilidade da amostra é suficiente para
que ela possa ser considerada um MRC.

2 Material e métodos

2.1 Solugoes de fortificagcdo

Foram utilizados padrdes de agrotdxicos de pureza superior
a 98% (Dr. Ehrenstorfer; Riedel-de-Haén, Alemanha) com
certificado de analise e solventes grau residuos de pesticidas
(Tedia, EUA).
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As solugoes estoque individuais foram preparadas a partir
da massa aproximada de 0,01 g do agrotdxico em naveta de
vidro, quantitativamente transferida para balao volumétrico de
100 mL. Os solventes de dilui¢do para o y-HCH e procimidona
foram isoctano e acetato de etila para a fenitrotiona e clorpirifos,
representando a concentragido nominal de 100 pg.ml". Para o
preparo das solugdes de fortificagdo individuais, a diluicéo foi
realizada em acetona a partir das referidas solugdes estoque.

Para a realizagdo do Estudo piloto I - tratamento por
pasteurizac¢do, as concentragdes das solucdes de fortificagdo
foram 40,24 pg.ml! (y-HCH), 49,96 ng.ml! (fenitrotiona),
49,66 pg.ml* (procimidona) e 47,92 ng.ml! (clorpirifos).

Novas solugdes estoque de fenitrotiona e de clorpirifés
foram preparadas para o Estudo piloto II - tratamento por
radiacdo. Nesta situacdo as concentragdes das solucoes de
fortificagdo foram 44,36 e 40,84 ng.ml" para a fenitrotiona e
clorpirifés, respectivamente, e as demais nao foram alteradas.

As concentragdes de fortificagdo empregadas em ambos
os estudos correspondem a faixa tedrica aproximada de 0,1 a
0,2 mg.kg", de cada agrotdxico, na polpa de tomate.

2.2 Preparo das amostras

O tomate (organico) utilizado foi processado em um
liquidificador apds ser lavado, descascado e ter suas sementes
retiradas. Em seguida, a polpa foi passada por peneira, com
abertura de malha de 0,84 mm.

Diante da preocupacdo de manter integra a polpa
preparada, buscou-se o emprego dos dois tratamentos distintos,
a pasteurizaco e a radiagdo gama.

Parte do lote preparado foi separada para o estudo do efeito
da esterilizagdo por processo de pasteurizacao (Estudo pilotoI) e
outra parte foi destinada ao tratamento por irradiagao da polpa
de tomate (Estudo piloto II).

As solugoes de fortificacdo individuais, preparadas
em acetona, foram adicionadas a polpa, homogeneizadas
e envasadas em ampolas de vidro ambar, de capacidade de
30 mL. Contudo, antes de serem submetidas aos tratamentos
especificos, objetivando manter a sua integridade, as amostra,
tiveram sua homogeneidade confirmada, conforme apresentado
por Cardoso (2008).

Estudo piloto I - tratamento por pasteurizagio

Preliminarmente, quatro ampolas do lote preparado para
o Estudo piloto I, foram utilizadas para avaliar os efeitos da
temperatura (90 °C) e tempo (4 minutos) empregados no
processo de pasteurizagao, conforme descrito a seguir.

As ampolas de vidro lacradas, contendo a polpa de tomate
fortificada e o branco da polpa, foram submetidas ao tratamento
térmico em banho a aproximadamente 90 °C por cerca de
4 minutos, seguido de banho de gelo para resfriamento rapido.
Em seguida, as amostras preparadas, foram armazenadas em
geladeira, freezer, estufa ou a temperatura ambiente, sob faixas
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de temperaturas descriminadas no planejamento experimental
(item 2.5), para o estudo da estabilidade de estocagem.

Estudo piloto II - tratamento por radiagdo

Foram feitas avaliacdes preliminares dos efeitos da radiagdo
gama, aplicando-se diferentes doses (0,3; 0,5; 0,6; 1,0; 2,0; 3,0;
5,0; € 10,0 kGy) a polpa de tomate contendo residuos dos quatro
agrotoxicos (CARDOSO et al., 2008). Além disso, ampolas
com a amostra fortificada, ampolas com a amostra branco e
ampolas contendo solug¢des padrio na faixa de concentragio
correspondente a da amostra foram submetidas a radiagdo gama
na dose de 2 kGy apos serem seladas. Objetivando comparar
os resultados, foram avaliadas paralelamente ampolas nao
irradiadas mantidas a temperatura ambiente. As condi¢des de
tempo e temperatura de estocagem foram iguais aquelas do
Estudo piloto I, entretanto, os dois estudos nao se iniciaram
no mesmo dia devido a indisponibilidade do irradiador de
alimentos.

Preparo do material INCQS-MRCO01

Tal material foi preparado conforme apresentado por
Cardoso (2008). O tratamento selecionado para manter a
integridade da amostra foi a irradiagdo na dose de 2 kGy. Em
seguida, as amostras foram mantidas em freezer até o momento
de serem enviadas aos laboratdrios ou submetidas a avaliagdes
de acompanhamento durante o periodo de armazenamento.

2.3 Fonte de irradiagdo

As amostras foram submetidas a radiagdo gama em
um irradiador de pesquisa do tipo cavidade blindada; com
porta blindada e fonte méveis; dimensdes aproximadas de
3 x 2 x 1,7 m; fonte de '¥Cs com atividade de 46 kCi e taxa de
dose maxima de 1,8 kGy.h, localizado no Centro Tecnoldgico
do Exército — CTEx, Rio de Janeiro - R] (VITAL et al., 2000;
CARDOSO et al., 2008).

2.4 Método multirresiduos e instrumentacdo analitica

Para quantificagdo dos quatro agrotoxicos na polpa de
tomate, empregou-se o procedimento descrito por Cardoso
(2008).

2.5 Estabilidade da estocagem

A estabilidade do material foi avaliada nas seguintes
condi¢oes de tempo e temperatura de armazenamento: em
freezer (-10a-25°C), geladeira (4 a 6 °C), estufa (382 52°C) e
temperatura ambiente (20 a 27 °C), sendo que o periodo total de
estocagem foi de um ano para as amostras submetidas ao processo
de pasteurizagdo e de 10 meses para as amostras irradiadas.
Durante a estocagem foram feitas analises de monitoragiao
semanais no primeiro més, quinzenais no periodo posterior.
Os resultados das concentragdes determinadas pelo teste de
homogeneidade referem-se ao dia zero. Cada amostragem (em
duplicatas), nas condigdes estabelecidas, é acompanhada de
dois brancos da amostra, duas amostras fortificadas no dia da
analise e duas armazenadas sob as condigdes teste, ou seja, em
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freezer, geladeira, estufa e temperatura ambiente, totalizando
12 ensaios para cada periodo de estocagem.

As ampolas lacradas, contendo material submetido aos
respectivos tratamentos, foram selecionadas aleatoriamente nos
dias de realizagdo do ensaio. Os agrotoxicos foram extraidos
da amostra usando o método de multirresiduos, sendo que
duas aliquotas do mesmo extrato, denominadas de replicatas
A e B, foram analisadas por CG/DCE para quantificagdo. Os
resultados apresentados correspondem a concentragio média
encontrada.

3 Resultados e discussao

As avaliagdes preliminares, objetivando determinar os
efeitos dos referidos tratamentos a amostra, forneceram
informagdes sobre a viabilidade do emprego de ambos os

processos.

Para as amostras submetidas a pasteurizagéo a 90 °C por
4 minutos, as taxas de recuperagdo encontradas para os residuos
de y-HCH, fenitrotiona, clorpirifés e procimidona foram de 86,
70, 92 e 100%, respectivamente. A indicagdo desta condi¢iao
baseou-se em trabalho apresentado por Armishaw e Millar
(2001).

Os resultados encontrados através do processo de
irradiagdo, indicam a possibilidade de uso da dose de 2 kGy
para a finalidade pretendida (CARDOSO et al., 2008).

O lote inicialmente preparado para os Estudos pilotos I e
IT permitiu avaliar previamente a integridade da amostra,
apos confirmagdo da homogeneidade, em relagao ao tempo de
estocagem sob diferentes temperaturas, apos serem submetidas
aos tratamentos de pasteurizagdo e radiagao.

Nas Tabelas 1 e 2 sdo apresentados os valores médios de
concentragdo encontrados para cada agrotéxico na amostra
submetidas aos processos de pasteurizagao e radiagdo gama, no
dia do ensaio, durante o periodo garantido de integridade da
amostra sob condig¢des pré-definidas. Sdo apresentados também
os dados necessarios a observagao se a regressao linear apresenta
alguma tendéncia durante o intervalo de tempo.

Os resultados da analise de variancia utilizados para
estimar a varidncia dos valores avaliados na regressdo linear
para o estudo de estabilidade do y-HCH (apds processo
de pasteurizagido), estocado por 372 dias em freezer, estdo
mostrados na Tabela 3, segundo a International Organization
For Standardization (2006) e na Figura 1 esta representada
graficamente a tendéncia destes resultados. Vale salientar que
estas avaliagoes foram realizadas para cada um dos quatro
agrotoxicos sob as diferentes condi¢des de estocagem nos
Estudos piloto I e II, entretanto, neste trabalho somente serd
apresentado o exemplo demonstrado na Tabela 3 e na Figura 1.
Os valores necessarios a comprovacgao da estabilidade para cada
substancia, obtidos através deste teste estatistico, encontram-se
nas Tabelas 1 e 2.

A avaliagdo estatistica para testar a significancia da regressao
das concentra¢des dos agrotdxicos, na polpa de tomate, durante
o intervalo de tempo estudado é observada através da aplicacdo
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do valor P da inclinacdo da regressao (indicado na linha do
coeficiente da variavel X 1). Caso o valor P seja maior que 0,05
(ao nivel de confianca de 95%), a inclinagdo da regressao linear
¢ considerada insignificante.

Assignificancia da inclinagdo da regressao, b,, também pode
ser estatisticamente testada através da aplicagdo do teste t de
“Student’, paran - 2 graus de liberdade e p = 0,95 (95% o nivel de
confianga. Neste caso, se|b | <t .. . *s(b)),indicard que o material
tem estabilidade garantida, ou seja, a inclinagao da regressao é
insignificante (LINSINGER et al., 2001b; INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2006). Os
parametros b, (inclinagdo da linha de regressao, indicado como
o coeficiente da varidvel X 1) e s(b,) (desvio padrdo da inclinagao,
indicado como erro padrio da variavel X 1) sdo apresentados na
Tabela 3, obtidos pela fungdo ‘analise de regressao’ do programa
Windows/Excel®.

Os resultados obtidos pelo tratamento estatistico dos dados
gerados pelos Estudos pilotos I e II, conforme apresentados nas
Tabelas 1 e 2, mostraram que todos os valores de P calculados
(valor P) foram maiores que 0,05, bem como, os valores de
|b,|, em todas as situagdes, foram menores que o valor de
L0052 S(b,)- Por conseguinte, os agrotdxicos estudados foram
considerados estdveis nas condigdes de uso para o periodo de
estabilidade apresentado nas Tabelas 1 e 2.

A partir da mesma tabela gerada com os dados da regressao
e ANOVA, calcula-se a incerteza inerente a estabilidade
multiplicando o valor do erro padrio da inclina¢io pelo tempo
de estudo (expresso em dias), de acordo com a Equagio 1.

u,, = erro padrdo x tempo de estudo (€Y

Os brancos das amostras e as amostras fortificadas nos
dias de cada experimento estavam de acordo com o perfil
cromatografico obtido na avaliacdo inicial da polpa de tomate
e as taxas de recuperagdo situaram-se na faixa aceitavel de
70 a 120% para os agrotdxicos nas concentragdes estudadas
(DG-SANCO, 2007), nao apresentando indicios de falha no
processo experimental em ambos os tratamentos aplicados.

Embora as amostras submetidas ao tratamento térmico
de pasteurizagdo tenham sido monitoradas durante um
periodo mais longo, foi possivel observar que as degradagdes
das substincias ocorreram em intervalos de tempo menores,
quando comparadas aquelas amostras submetidas a irradiagdo
gama, demonstrando ser este ultimo tratamento mais indicado
ao objetivo proposto. O y-HCH, por exemplo, se manteve
estavel por 273 dias sob as diferentes condi¢des de estocagem
apos irradiacdo. Este fato é esperado ja que uma substancia da
classe dos organoclorados possui reconhecida estabilidade ao
longo do tempo e que, provavelmente, ndo se degradaria sob
tais condi¢oes.

Diante da preocupac¢io de simular condi¢des extremas
durante o transporte do material, as medigdes isocronicas
indicaram que a fenitrotiona e a procimidona submetidas
a temperaturas entre 38 a 52 °C, durante o Estudo piloto I,
mantiveram-se integras apenas durante o periodo de até 7 dias.
Esta situacdo pode ser evitada, definindo condigdes ideais para
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o transporte do material. Nas amostras irradiadas no Estudo

piloto II, apenas a procimidona apresentou sinais de degradagio
nas mesmas condi¢oes. Indicios de degeneragdo também
foram achados apds 14 dias na fenitrotiona das amostras ndo
irradiadas, mantidas em temperatura ambiente (20 a 27 °C).

Tabela 1. Concentragdes médias obtidas para a estabilidade garantida ap6s periodos pré-definidos de dias de estocagem para o y-HCH,

fenitrotiona, clorpirifés e procimidona na polpa de tomate (submetidas ao processo de pasteurizagdo, Estudo piloto I).

A contribui¢do da incerteza referente ao curto tempo
de estocagem (condi¢des extremas) ndo sera considerada
(LINSINGER et al., 2001a), pois a amostra se manteve estavel
por periodos semelhantes nas demais condi¢des indicadas, de
acordo com as Tabelas 1 e 2.

Dias y- HCH (mg.kg™" Fenitrotiona (mg.kg™
Freezer Geladeira Ambiente Estufa Freezer Geladeira Ambiente Estufa
0 0,11 0,11 0,11 0,11 0,16 0,16 0,16 0,16
1 0,12 0,11 0,11 0,11 0,16 0,16 0,17 0,15
7 0,10 0,10 0,09 0,08 0,18 0,17 0,13 0,11
14 0,11 0,10 0,09 0,08 0,18 0,14 0,13 -
21 0,11 0,10 0,10 0,10 0,18 0,14 0,13 -
28 0,14 0,14 0,13 0,10 0,19 0,18 0,17 -
42 0,14 0,12 0,12 - 0,20 0,17 0,16 -
56 0,13 0,13 0,12 - 0,19 0,18 0,13 -
70 0,12 0,13 0,12 - 0,15 0,17 0,13 -
98 0,13 0,13 0,13 - 0,20 0,16 0,17 -
140 0,14 0,13 0,12 - 0,19 0,18 0,10 -
168 0,12 0,12 - - 0,19 - - -
372 0,10 - - - 0,20 - - -
Meédia 0,12 0,12 0,11 0,10 0,18 0,16 0,14 0,14
Desvio padrao 0,0144 0,0140 0,0142 0,0137 0,0164 0,0144 0,0234 0,0265
cv (%) 12 12 13 14 9 9 16 19
Inclinagdo -0,000023 0,00013 0,000185 -0,000275 0,000076 0,000142 -0,000221 -0,004466
Valor-p (95%) 0,5862 0,0864 0,0611 0,6669 0,099 0,1784 0,1983 0,0367
Erro padréo 0,000410 0,000068 0,000087 0,000592 0,000042 0,000097 0,000159 0,000403
inclinagdo
t(0,95,n—2)*s(bl) 0,000902 0,000152 0,000196 0,001645 0,000092 0,000219 0,000360 0,005121
Clorpirifés (mg.kg") Procimidona (mg.kg")
0 0,15 0,15 0,15 0,15 0,17 0,17 0,17 0,17
0,14 0,14 0,15 0,14 0,18 0,18 0,18 0,17
7 0,16 0,16 0,12 0,13 0,17 0,17 0,12 0,12
14 0,17 0,13 0,13 0,13 0,19 0,15 0,14 -
21 0,19 0,17 0,17 0,13 0,20 0,17 0,14 -
28 0,19 0,19 0,19 0,14 0,20 0,20 0,19 -
42 0,19 0,19 0,19 0,15 0,20 0,19 0,16 -
56 0,18 0,18 0,18 0,14 0,20 0,19 0,16 -
70 0,18 0,17 0,15 0,13 0,16 0,19 0,15 -
98 0,18 0,18 0,16 - 0,20 0,15 0,15 -
140 0,18 0,18 0,18 - 0,20 0,20 0,12 -
168 0,18 0,18 - - 0,20 0,19 - -
372 0,14 - - - 0,19 - - -
Média 0,17 0,17 0,16 0,14 0,19 0,18 0,15 0,15
Desvio Padrdo 0,0182 0,0195 0,0234 0,0083 0,0144 0,0173 0,0224 0,0289
cv (%) 11 12 15 6 8 10 15 19
Inclinagdo -0,000044 0,000189 0,000222 -0,000034 0,000032 0,000106 -0,000198 -0,007558
valor-p (95%) 0,4049 0,0697 0,1975 0,7938 0,454 0,2769 0,2299 0,0843
Erro padrao 0,000005 0,000093 0,000159 0,000126 0,000041 0,000092 0,000154 0,001007
inclinagao
t(o,95,n-z)*s(b1) 0,000011 0,000207 0,000360 0,000298 0,000090 0,000208 0,000348 0,012795

As faixas de temperaturas citadas na Tabela 1 correspondem a: freezer (-10 a -25 °C), geladeira (4 a 6 °C), estufa (38 a 52 °C) e temperatura ambiente (20 a 27 °C); e os valores da
inclinagdo, valor-p (95%) e erro padrao da inclinagdo - s(b,), foram obtidos a partir da regressao linear dos dados indicados na Tabela 1.
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Tabela 2. Concentragdes médias obtidas para a estabilidade garantida apos periodos pré-definidos de dias de estocagem para o y-HCH, fenitrotiona,
clorpirifés e procimidona na polpa de tomate (submetidas ao processo de radiagao gama, Estudo piloto II).

Dias y- HCH (mg.kg " Fenitrotiona (mg.kg?

Freezer  Geladeira Ambiente Estufa *Ambiente2  Freezer = Geladeira Ambiente Estufa ~ *Ambiente 2
0 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
1 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22
8 0,16 0,13 0,14 0,15 0,13 0,21 0,19 0,20 0,20 0,20
14 0,15 0,17 0,17 0,14 0,11 0,20 0,21 0,18 0,21 0,16
30 0,15 0,15 0,15 0,13 0,14 0,18 0,21 0,19 0,19 -
43 0,13 0,12 0,12 0,14 0,12 0,18 0,19 - - -
56 0,14 0,12 0,12 0,14 0,13 0,22 0,19 - - -
219 0,14 0,13 0,13 0,13 0,14 0,21 0,20 - - -
273 0,14 0,12 0,12 0,10 0,13 0,23 0,20 - - -
Média 0,15 0,14 0,14 0,14 0,13 0,21 0,20 0,20 0,21 0,20
Desvio padrdao  0,0100 0,0190 0,0187 0,0172 0,0151 0,0173 0,0109 0,0171 0,0114 0,0263
cv (%) 7 14 13 12 11 8 5 8 6 13
Inclinagdo -0,000050 -0,000100 -0,000107 0,000090 -0,000013 0,000071 -0,000247 -0,000935 -0,000764  -0,003748
Valor-p (95%) 0,1666 0,1376 0,0977 0,0958 0,0825 0,2662 0,5519 0,1672 0,0888 0,0665
Erro padrao 0,000032 0,000060 0,000056 0,000045 0,000056 0,000059  0,000040 0,000515 0,000307 0,001018
inclinagio
t(0,95,n-2)*s(b1) 0,000076  0,000142 0,000132 0,000106 0,000132 0,000140  0,000095 0,001639 0,000978 0,004380

Clorpirifés (mg.kg™) Procimidona (mg.kg™")

0 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24

0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,25 0,23 0,25 0,25 0,25
8 0,17 0,17 0,19 0,18 0,19 0,25 0,21 0,25 0,24 0,22
14 0,17 0,18 0,18 0,19 0,18 0,24 0,24 0,25 0,24 0,20
30 0,19 0,19 0,19 0,17 0,20 0,25 0,23 0,23 - 0,20
43 0,21 0,19 0,19 0,16 0,19 0,24 0,20 0,20 - 0,20
56 0,20 0,20 0,20 0,16 0,17 0,24 0,20 0,20 - 0,20
219 0,15 0,17 0,16 0,16 0,17 0,24 0,21 0,21 - 0,19
273 0,15 0,17 - - 0,24 0,19 - - -
Meédia 0,18 0,18 0,18 0,17 0,18 0,24 0,22 0,23 0,24 0,21
Desvio padrdao  0,0205 0,0105 0,0119 0,0116 0,0104 0,0050 0,0187 0,0233 0,0050 0,0219
cv (%) 12 6 6 7 6 2 9 10 2 10
Inclinagéo -0,000131 -0,000047 -0,000104 -0,000101 -0,000070  -0,000021 -0,000117 -0,000174 -0,000369 -0,000179
Valor-p (95%) 0,0574 0,2228 0,0893 0,0932 0,2198 0,2452 0,0644 0,1432 0,5166 0,1196
Erro padrao 0,000058  0,000035 0,000052 0,000051 0,000051 0,000017  0,000054 0,000103 0,000472 0,000099
inclinagao
t(o,95,n—z)*5(b1) 0,000137  0,000083 0,000127 0,000125 0,000125 0,000040  0,000128 0,000253 0,002031 0,000242

*Ambiente 2 = amostra no irradiada armazenada a temperatura ambiente (20 a 27 °C); as faixas de temperaturas citadas na Tabela 2 correspondem a: freezer (10 a -25 °C), geladeira
(4 26 °C), estufa (38 a 52 °C) e temperatura ambiente (20 a 27 °C); e Os valores da inclinagao, valor-p (95%) e erro padrao da inclinagao - s(b,), foram obtidos a partir da regressao

linear dos dados indicados na Tabela 2.

Para obter-se a incerteza associada a estabilidade, buscou-se
o critério classico, do longo tempo de estocagem, ou seja, o valor
do erro padrio obtido no experimento, conduzido em freezer
(-10 a =25 °C), foi multiplicado pelo tempo de estocagem,
conforme a Equagdo 1.

Na Tabela 4, sdo apresentados os valores das incertezas
referentes a estabilidade ao longo do tempo de estocagem
da amostra candidata a material de referéncia. Os calculos
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foram feitos usando-se a Equagio 1 para os quatro agrotdxicos
estudados, com dados das Tabelas 1 e 2.

Diante dos resultados obtidos, preparou-se o material
INCQS-MRCO01 com base nos dados gerados nos testes prévios
de estabilidade das amostras tratadas por radia¢do gama na
dose de 2 kGy.

Embora o estudo de estabilidade tenha ocorrido durante
372 e 273 dias para os tratamentos de pasteuriza¢io e irradiagdo
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Figura 1. Gréfico da andlise de regressao dos resultados médios das
concentragdes do agrotéxico y-HCH, nas amostras submetidas ao
processo de pasteurizagdo do Estudo piloto I (90 °C por 4 minutos)
apos 372 dias de estocagem em freezer (-10 a -25 °C).

Tabela 3. Anilise de regressdo para o agrotoxico y-HCH, na polpa de
tomate submetida ao processo de pasteurizagao (Estudo piloto I), apds
periodo de estocagem de 372 dias em freezer (-10 a -25 °C).

Estatistica de regressdo para o y- HCH

R multiplo 0,16672467
R-quadrado 0,02779711
R-quadrado ajustado -0,06058497
Erro padrio 0,01484168
Observagoes 13
ANOVA
gl SQ MQ F
Regressao 1 0,0000693  0,0000693 0,3145107
Residuo 11 0,0024230  0,00022028
Total 12 0,0024923
Coeficientes Erro padrao  Startt Valor-P
Intersecao 0,1225926  0,0052455 23,37082 9,992E-11
Varidvel X 1 -0,0000233  0,0000416 -0,56081 0,5861671
(inclinagdo)

Tabela 4. Incerteza padrdo calculada para os agrotéxicos y-HCH,
fenitrotiona, clorpirifés e procimidona pelos tratamentos de
pasteurizagdo e radiagdo gama.

Agrotoxico Incerteza padrdo (u_) (mg.kg")
Tratamento
Pasteurizagao (372 dias)  Irradiagdo gama (273 dias)
y-HCH 0,015 0,009
Fenitrotiona 0,016 0,016
Clorpirifos 0,019 0,016
Procimidona 0,015 0,005

gama, respectivamente, uma extrapola¢do permite uma
estimativa para o futuro, tendo em vista que a estabilidade
observada durante esses periodos ndo asseguraria a priori a
estabilidade nos periodos vindouros. Por conseguinte, a rigor,
o INCQS-MRCO01, deverd ter sua estabilidade monitorada
também ao longo do periodo de estocagem (LINSINGER et al.,
2001b).
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4 Conclusoes

Conclui-se que os quatro agrotoxicos analisados (y-HCH,
fenitrotiona, clorpirifés e procimidona, adicionados a polpa de
tomate na faixa de concentragdo de 0,1 a 0,2 mg.kg!), tratados
por pasteurizagdo ou irradiagdo, mantiveram-se estaveis durante
os periodos de monitoragdo nas condigdes de armazenamento
em freezer (—10 a-25 °C), 372 e 273 dias, respectivamente. No
entanto, as variagoes indicativas de instabilidade foram menores
no tratamento por irradiagdo com dose de 2 kGy, sugerindo
uma preferéncia para a selegdo desse processo na produgao de
material de referéncia.

Agradecimentos

A Financiadora de Estudos e Projetos — FINEP, pelos
auxilios financeiros concedidos ao projeto “Estruturagdo de
uma rede de laboratérios de analise de residuos de agrotdxicos
para apoio a exportacao de alimentos (REAGROEX)”.

Referéncias bibliograficas

ARMISHAW, P; MILLAR, R. A natural matrix (pureed tomato)
candidate reference material containing residue concentrations
of pesticide chemicals. Fresenius Journal Analytical Chemistry,
v. 370, p. 291-296, 2001.

BRASIL. Ministério da Satide. Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitédria. Resolugdo — RDC n° 21, 26 de janeiro de 2001. Didrio
Oficial da Unido. Disponivel em: < http://www.anvisa.gov.br/legis/
resol/21_01rdc.htm>. Acesso em: 23 fev. 2008.

BRASIL. Ministério do Desenvolvimento, Induastria e Comércio
Exterior. Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢ao e
Qualidade Industrial - INMETRO. Vocabulario internacional de
termos fundamentais e gerais de metrologia (VIM). 5. ed. Rio de
Janeiro: SENAI 2007.

CARDOSO, M. H. W. M. Preparacio de um material de referéncia
certificado para controle de agrotoxicos em hortifrutigranjeiros.
2008. 191 p. Tese (Doutorado) - Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Satde, Fundagao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
2008.

CARDOSO, M. H. W. M. et al. Aplicagdo da radiagdo gama na
preservacdo de material de referéncia a ser usado na andlise de
residuos de agrotoxicos. Analytica, v. 36, p. 64-69, 2008.

COUTINHO, C. E B. et al. Pesticidas: mecanismo de agao, degradagao
e toxidez. Pesticidas: Revista de Ecotoxicologia e Meio Ambiente,
v. 15, p. 65-72, 2005.

DG-SANCO - EUROPEAN COMISSION. Method validation and
quality control procedures for pesticide residues analysis in food
and feed. Brussels: SANCO, 2007. Document 3131.

FLORES, A. V. et al. Organoclorados: um problema de satide publica.
Ambiente & Sociedade, v. 7, n. 2, p. 125-143, 2004.

GAVA, A. ]. Métodos de conservacdo de alimentos. In: GAVA, A. J.
Principios de tecnologia de alimentos. Sao Paulo: Nobel, 1999.

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION.
Reference materials: general and statistical principles for
certification. Switzerland: ISO, 2006. Guide 35.

LAMBERTY; A.; SCHIMMEL, H.; PAUWELS, J. The study of the stability
of reference materials by isochronous measurements. Fresenius
Journal Analytical Chemistry, v. 360, p. 359-361, 1998.

445



Estabilidade de material de referéncia

LINSINGER, T. P. J. et al. Estimating the uncertainty of stability for
matrix CRMs. Fresenius Journal Analytical Chemistry, v. 370,
p- 183-188, 2001a.

LINSINGER, T. P.J. et al. Homogeneity and stability of reference materials.
Accreditation and Quality Assurance, v. 6, p. 20-25, 2001b.

LINSINGER, T. P. J. et al. Planning and combining of isochronous
stability studies of CRMs. Accreditation and Quality Assurance,
V. 9, p. 464-472, 2004.

MARTINS, E. L. Previsao da lixiviagdo de pesticidas utilizados
na cultura de algodiao em Mato Grosso. 2006. 82 f. Dissertagao
(Mestrado) — Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiabd, 2006.

SILVA, A. C. O. et al. Radiagdo em alimentos. uma revisao. Higiene
Alimentar, v. 20, p. 17-23, 2006.

446

SINGH, B. K. et al. Microbial degradation of the pesticide lindane
(y-hexachlorocyclohexane). Advances in Applied Microbiology,
v. 47, p. 269-298, 2000.

SANT’ANA, A.S.; ARAUJO, I. O. Irradiagdo e a seguranca e qualidade
microbioldgica dos alimentos. Higiene Alimentar, v. 21, p. 37-51,
2007.

van der VEEN, A. M. H et al. Uncertanty calculations in the certification
of reference materials 3: stability study. Accreditation and
Quality Assurance, v. 6, p. 257-263, 2001.

VITAL, H. C. et al. Experimentos dosimétricos no irradiador
gama do IPE. In: ENCONTRO NACIONAL DE APLICAGOES
NUCLEARES, 5., 2000, Rio de Janeiro. Anais... Rio de Janeiro:
ENAN, 2000. p. 15-20.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 30(2): 439-446, abr.-jun. 2010



