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Valida¢ao de método para determinacao de residuos de
agrotoxicos em tomate: uma experiéncia laboratorial

Method validation for determination of pesticide residues in tomatoes: a laboratorial experience
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Armi Wanderley da NOBREGA!, Shirley de Mello Pereira ABRANTES!

Resumo

Um modelo de procedimento para validagao de método de ensaio para determinagdo de cinco agrotoxicos (y — HCH, clorotalonil, fenitrotiona,
clorpirifés e procimidona em matriz tomate) é demonstrado através da anélise cromatografica. A amostra processada é extraida com 30 mL
de acetona e em seguida com 60 mL de uma mistura diclometano: éter de petréleo (1:1). O volume total é centrifugado e a aliquota orgénica
éfiltrada sob Na,SO,. Um mililitro de extrato organico é concentrado e dissolvido em um mililitro de iso-octano. Um microlitro do extrato é
analisado no cromatdgrafo a gas com detector por captura de elétrons - CG/DCE. Foram avaliados seletividade, linearidade, repetitividade,
recuperagao e limites de detecgdo e de quantificagdo. As recuperagdes obtidas variaram de 70 a 110%, considerando-se os niveis de adi¢do
de agrotoxicos/amostra de 0,02 a 2,50 mg.kg™". Os limites de detec¢do do método variaram de 0,004 a 0,006 mg.kg™ e os de quantificagio
entre 0,014 e 0,020 mg.kg™".

Palavras-chave: agrotoxicos; tomate; cromatografia em fase gasosa; validagdo.

Abstract

A validation procedure model of a multiresidue method is presented for chromatographic analyses of five pesticides residues y-HCH,
chlorothalonil, fenitrothion, chlorpyrifos and procymidone applied on tomatoes. The tomatoes were processed and extracted by acetone plus
a mixture of dichloromethane:petroleum benzine (1:1). The volume was centrifuged and was then filtered under Na,SO,. One milliliter of
organic extract was concentrated then diluted in isooctane and one microliter was analyzed in the gas chromatograph with electron capture
detector - GC/ECD. The parameters evaluated were selectivity, linearity, repeatability, recovery, and limits of detection and quantification.
The recovery ranged from 70 to 110% in the concentration range of 0.02 to 2.50 mg.kg™'. The limits of detection ranged from 0.004 to
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0.006 mg.kg™" and the limits of quantification were between 0.014 to 0.02 mg.kg™".

Keywords: pesticides; tomato; gas chromatography; validation.

1 Introdugao

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum, Mill.)
encontra-se bastante desenvolvida no Brasil e seu fruto estd entre
as hortaligas mais consumidas no mundo, estando globalmente
enraizado no habito alimentar. O tomate pode ser utilizado
tanto para o consumo direto como legume de mesa, ou entdo
aproveitado na industria para o preparo de massas, sucos ou
conservas (ABIA, 2007).

Os tomates estdo classificados dentro do grupo de alto risco
em relagdo & exposi¢ao aos agrotoxicos, por serem necessarias,
grande numero de praticas agrondmicas para a sua produgio.
Desta forma, sdo os frutos que mais recebem pulverizagoes de
agrotoxicos, gerando problemas de satde publica, contaminac¢éo
do meio ambiente principalmente do solo e da agua, além de
altas taxas residuais dessas substincias nos frutos (MOREIRA,
1995; SILVA et al., 2005).

Segundo o Levantamento Sistematico da Produgao Agricola
do IBGE (BRASIL, 2008), o Brasil produziu no ano de 2007,
aproximadamente trés milhdes e trezentas toneladas do fruto

para uma estimativa da safra de 2008 de trés milhdes e setecentas
toneladas com cerca de 60 mil hectares de area plantada.

O LMR - limite maximo de residuo de cada agrotdxico para
determinado hortifrutigranjeiro é regulamentado no Brasil pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL,
2003a, b). No entanto, o LMR pode ndo ser o mesmo em outros
paises, ocasionando barreiras fitossanitarias e consequentemente
perdas econdmicas para o Brasil.

O desenvolvimento de métodos analiticos simples, eficientes
e de baixo custo é essencial para a avaliagdo e monitoramento
dessas substancias em produtos hortifrutigranjeiros. Esses
métodos normalmente envolvem trés etapas: extragdo dos
agrotdxicos dos alimentos, limpeza ou derivatizagdo do extrato
organico obtido e detecgdo seguida por quantificagdo da
concentragdo. Cada etapa tem sua importancia, entretanto, os
resultados de analise gerados pelo laboratdrio é que sinalizam a
tomada de decisdo para rejeigio ou ndo do produto analisado.
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Validagdo em residuos de agrotoxicos

Uma das competéncias de um laboratério em produzir
dados confiaveis ¢ demonstrada pela validagdo do método
de ensaio, cujo processo permite demonstrar que ele é
adequado ao uso pretendido. Desse modo, a extensdo do termo
“validagdo de um método” é bastante ampla e apresentada com
diversas defini¢des na literatura além de quais pardmetros de
desempenho devem ser avaliados (EURACHEM, 1998; GREEN,
1996; FA]JGELJ; AMBRUS, 2000; HUBER, 1998; BRASIL, 2007;
NATA, 1997; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002, 1999) .
Outra questdo nao harmonizada diz respeito aos critérios de
aceitabilidade adotados para cada parametro avaliado (HILL;
REYNOLDS, 1999).

Diante da diversidade de documentos existentes sobre o
assunto em questdo, o objetivo deste trabalho é apresentar um
procedimento de validagdo aplicado aum método quantitativo para
o ensaio de preparacdo e certificagdo de um material de referéncia
a ser usado no controle de agrotdxicos em hortifrutigranjeiros
(CARDOSO; ABRANTES; NOBREGA, 2005), embasado em
fundamentos tedricos. A discussdo detalhada para aplicagdo
dos parametros seguidos ¢ encontrada na literatura, e ndo sera
apresentada neste trabalho (EURACHEM, 1998; GREEN, 1996;
FAJGELJ; AMBRUS, 2000; HILL; REYNOLDS, 1999; HUBER,
1998; BRASIL, 2007; NATA, 1997; THOMPSON; ELLISON;
WOOD, 2002; WOOD, 1999).

A aplicacgido foi demonstrada para cinco agrotdxicos, y-HCH
(organoclorado), clorotalonil (isoftalonitrila), procimidona
(dicarboximida), fenitrotiona e clorpirifés (organofosforados),
cujas estruturas quimicas estdo apresentadas na Figura 1, em
tomate, utilizando a cromatografia gasosa de alta resolugdo
acoplada a detector por captura de elétrons (CGAR-DCE). Dentre
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Figura 1. Estruturas quimicas dos cinco agrotdxicos estudados.
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os agrotoxicos estudados, apenas o clorotalonil, o clorpirifds e
a procimidona sdo permitidos na cultura de tomates no Brasil
em niveis de 1,0; 0,5; e 2,0 mg.kg™!, respectivamente (BRASIL,
2003). Vale salientar que outros residuos podem ser encontrados
em tomate em razdo de uma aplicagdo indevida ou mesmo
contaminagdo do meio ambiente. Sendo assim, a pesquisa de
outros agrotoxicos nao deve ser descartada.

2 Material e métodos

Para execugdo deste trabalho, vale salientar que as
vidrarias utilizadas, pipetas volumétricas e baldes volumétricos,
apresentam certificado de calibragdo rastredveis a Rede
Brasileira de Calibragao.

A balanga analitica, com resolucido de 10 g, utilizada para
pesagem dos padrdes de agrotdxicos e da amostra se encontra
devidamente calibrada, bem como o equipamento bem como o
equipamento CG/DCE.

2.1 Amostras

Aproximadamente 2 kg de tomate da variedade Styllus
(tomate longa vida hibrido Styllus), provenientes da regido
serrana do Estado do Rio de Janeiro, foram adquiridos de uma
produgdo orgénica certificada com o selo de qualidade ABIO -
Associa¢do de Agricultores Biologicos do Estado do Rio de
Janeiro (ABIO, 2006).

Os tomates foram cortados em quatro partes e processados
em blender (liquidificador com copo de a¢o inox) de acordo com
indicagdo do Codex Alimentarius (CODEX, 2003), e a polpa
foi mantida em recipientes de vidro até o momento da andlise.
Primeiramente a polpa de tomate foi testada e analisada com
a finalidade de verificar a auséncia dos agrotdxicos alvos do
estudo.

2.2 Padraes e reagentes

Foram utilizados padrdes de agrotdxicos com certificado
de anilise e grau de pureza superior a 95% (Dr. Ehrenstorfer -
Augsburg, Alemanha). Solventes de alta pureza e grau residuos
de pesticidas (Merck e Tedia), acetona, diclorometano, éter de
petroleo (faixa de ebulicdo 40-60 °C), iso-octano e acetato de
etila foram utilizados. Sulfato de sédio anidro (granulado para
andlise de residuos, Merck) e papel de filtro (Whatman ne 40,
didmetro de 12,5 cm) foram tratados de acordo com Morelli-
Cardoso et al., 1999.

Solugdes estoque

Solugdes estoque na concentragdo nominal de 100 pg.mL™"
foram preparadas individualmente por dissolu¢ao de cerca de
0,01 g do padréo de agrotoxico em 100 mL de solvente orgénico,
iso-octano paray-HCH, clorotalonil e procimidona, e em acetato
de etila para a fenitrotiona, clorpirifds e clorpirifés metil.

Solugées intermedidrias

Foram preparadas solu¢des intermedidrias de trabalho
contendo a mistura com os cinco agrotdxicos, estudados nas faixas
de concentragoes apresentadas na Tabela 1, em iso-octano a partir
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de dilui¢oes das solucdes estoque preparadas previamente. Essas
solugdes foram empregadas para preparo das curvas analiticas
(curva de calibragdo) em solvente iso-octano e no extrato organico
da polpa de tomate bem como para fortificacio da polpa de tomate
no estudo da taxa de recuperagio.

Para preparacdo da curva na matriz, 1 mL do extrato
organico do branco da polpa de tomate foi evaporado sob
atmosfera de N, em bloco de aquecimento acoplado a unidade
de evaporagdo e, ap0s a secura, dissolvido em 1 mL da mistura
da solu¢do intermediaria de agrotdxico com concentragdo
correspondente ao ponto da curva analitica. Esse procedimento
foi realizado para cada ponto da curva em questéo.

Solugdo intermedidria do controlador individual do processo

O clorpirifés metil atua como controlador individual
do processo — CIP, que é uma substancia com caracteristicas
fisicas e quimicas similares as dos agrotdxicos que estao sendo
analisados, com o objetivo de garantir a integridade de uma
amostra dentro do processo analitico (USDA, 2008). Quando a
recuperac¢ao encontrada para esta substincia estiver entre 70 e
120%, a integridade da amostra esta garantida. Caso contrario
deve-se verificar todo o procedimento.

A solugdo contendo o controlador individual do processo
foi preparada na concentra¢do nominal de 2 ug.mL" em
solvente acetato de etila, a partir da referida solu¢éo estoque,
e na concentragido nominal de 0,02 ug.mL™" em solvente iso-
octano, a partir desta solugdo intermedidria. A concentragio
de 0,02 pg.mL" corresponde a solugdo intermediaria a ser
injetada no cromatografo a gas com detec¢éo por captura de
elétrons (CG/DCE).

2.3 Condigoes cromatogridficas

Cromatografo a gas HP 6890 (Agilent), equipado com detector
por captura de elétrons (Ni®®), sistema de inje¢do automatico e
estacdo de trabalho — ChemStation. Temperatura do injetor e
detector de 210 e 300 °C, respectivamente. Coluna 5% fenil metil
polisiloxano — HP 5MS de 30 m de comprimento; 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme. Programagio
de temperatura do forno de 80 °C (0 minuto)®@* ““/minve 180 °C
(8 minutos)@? *¢/minute 200 °C (5 minutos)@® “¢/minute 280 °C
(5 minutos). Fluxo de gas carreador (Hélio) = 1,2 mL/minuto, fluxo
da purga do septo = 2,8 mL/minuto, fluxo total = 64,1 mL/minuto,
fluxo do gas make-up (Nitrogénio) = 60 mL/minuto, modo de
injecdo splitless = 0,75 minutos, volume injetado = 1,0 uL. Tempo
total de corrida de 45 minutos e integracio pelo pardmetro area
dos picos.

Tabela 1. Concentragoes das solugdes preparadas para o estudo de
valida¢ao do método de ensaio.

Agrotdxico Misturas solugdes intermediarias (ug.mL™")
v-HCH 0,003 a 3,018
Clorotalonil 0,003 a 15,585
Fenitrotiona 0,003 a 4,436
Clorpirifés 0,003 a 7,147
Procimidona 0,004 a 37,250
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2.4 Procedimento analitico multirresiduos

O método multirresiduos validado foi baseado nos
procedimentos do Laboratoério da Califérnia - Department
of Food and Agriculture — Sacramento/CA (LEE et al., 1991)
e de Laboratérios do Working Group on the Improvement and
Development of Residue Methods — Netherlands (GENERAL
INSPECTORATE FOR HEALTH PROTECTION, 1996), o qual
se baseia na extracao de diferentes residuos de agrotdxicos nos
hortifrutigranjeiros por solventes orgéanicos, seguida de uma
separagdo de fases liquida-liquida, evaporacio e determinagio
dos agrotoxicos por cromatografia gasosa acoplada a detector
por captura de elétrons.

Extragdo dos agrotéxicos

Foram pesadas 15 g da amostra processada em frasco para
uso em centrifuga de 250 mL, e 1 mL do controlador individual do
processo (clorpirifés metil) na concentra¢do nominal de 2 ug.mL™"
foi adicionado a amostra antes da extracio.

A extracao foi realizada com a adigdo de 30 mL de acetona
aamostra, que foi homogeneizada em agitador de alta dispersdo
por 30 segundos. Em seguida, adicionaram-se 60 mL de uma
mistura diclorometano:éter de petréleo (1:1, v:v), e novamente
feita a homogeneizacdo em agitador de alta dispersao por
30 segundos.

Apds a homogeneizacio, o frasco foilacrado e levado para
centrifuga¢io por 7 minutos a 5 °C e 3000 rpm.

Em seguida, o extrato foi filtrado sob sulfato de sédio e
papel de filtro, previamente lavado, sendo coletado em proveta
graduada. Desse volume recolhido, retirou-se uma aliquota
de 1 mL que foi transferida para “vial” de vidro e levada a
evaporagdo, em bloco de aquecimento acoplado a unidade
de evaporagdo, até a secura sob leve atmosfera de nitrogénio.
O extrato seco foi dissolvido em 1 mL de iso-octano e 1 puL
analisado por CG/DCE.

A determinagdo do teor de agrotéxico na amostra é
calculada por interpolagido da drea dos picos cromatograficos
obtidos na curva analitica seguida da férmula representada na
Equagdo 1:

Resultado (ug.g’1 ou mg.kg’l) =
conc. obtida pela curva (ug.mL™" ou mg.L’l) X

x vol. de extragdo (90 mL) + vol. do CIP (1 mL)
massa pesada da matriz (g)

(€]

em que: CIP representa o controlador individual do processo.

2.5 Validagio da metodologia e avaliagio
dos critérios de desempenho

A validagdo do método foi conduzida segundo varias
indicagbes citadas em literaturas cientificas (CODEX, 2003;
DG-SANCO, 2007; EURACHEM, 1998; BRASIL, 2007; MILLER,
J. C;; MILLER, J. N., 1984; THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002). Isto foi feito através do cumprimento de alguns critérios
de desempenho que sdo expressos em termos de pardmetros
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estatisticos de seletividade, linearidade, repetitividade,
recuperacio e limites de detec¢do e de quantificagio.

Seletividade

A seletividade foi verificada através da andlise de uma
amostra de tomate (branco do tomate) que ndo contivesse os
agrotoxicos em questdo e que nio apresentasse interferentes
que coincidissem com os tempos de reten¢do das substancias
estudadas. Para comprovar a seletividade do método, foram
injetadas misturas de padrdes para identificagdo dos tempos de
retengdo de cada substancia (DG-SANCO, 2007; RIBANI etal.,
2004; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Estudo da linearidade e faixa de trabalho

O estudo da linearidade da faixa de trabalho foi realizado
com a construgdo de curvas analiticas, preparadas em solvente
(iso-octano) e na matriz (extrato organico do branco da polpa
de tomate) nas concentra¢des nominais de 0,003; 0,005; 0,01;
0,05; 0,1; 0,2; e 0,4 ug.mL", em duas replicatas genuinas de
cada nivel. As solugdes da curva foram injetadas 2 vezes, para
cada “vial”, no cromatdgrafo. A faixa de trabalho estabelecida
esta de acordo com a sensibilidade do método e o LMR dos
agrotoxicos avaliados correspondendo as concentracdes entre
0,02 e 2,5 mg.kg™' de cada agrotdxico na polpa de tomate.

Alinearidade da faixa de trabalho para o método de ensaio
foi verificada através da leitura da curva analitica, utilizando o
método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) de acordo
com a relagdo linear representada pela Equacéo 2 tipo:

y=bx+a 2)

A correlagao representada pelo modelo matematico entre
os valores numéricos de x e de y é representada pelo coeficiente
de Pearson - r. O quadrado deste coeficiente é chamado
de coeficiente de determina¢do ou simplesmente R Vale
ressaltar que o coeficiente de correlagdo - T’ e o coeficiente de
determinac¢do - ‘R* sdo equivocadamente interpretados para
avaliagdo da linearidade, ndo sendo adequados para este fim
e ndo devem ser empregados isoladamente (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002). Tais coeficientes indicam apenas
o grau de ajuste dos dados a curva. Neste trabalho, os valores
aceitos para este pardmetro foram de R? > 0,95 e de r > 0,98.

Os residuos decorrentes dos ajustes da curva analitica obtida
através do MMQO sio examinados de acordo com as premissas
apresentadas na Tabela 2, a fim de verificar se ha valores
discrepantes, se apresentam comportamento homocedastico,
se a equagdo de regressdo ¢ estatisticamente significativa e se
hé desvio de linearidade (EURACHEM , 1998; GREEN, 1996;
BRASIL, 2007; PIMENTEL; NETO, 1996; RIBANI et al., 2004;
THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Efeito da resposta cromatogrdfica
acentuada e induzida pela matriz

O efeito da resposta cromatografica acentuada e induzida
pela matriz ou “efeito matriz” observado pode causar um
aumento ou diminui¢éo da resposta do detector de um analito
presente no extrato da amostra, quando comparado ao mesmo
analito presente em solvente organico, gerando, desse modo,
uma resposta errada (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA, 1998;
EURACHEM, 1998; HAJSLOVA et al., 1998; THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002; ZROSTLIKOVAS et al., 2001).

Para avaliagdo deste efeito, sdo estudadas curvas analiticas
preparadas em solvente e na matriz polpa de tomate. O
procedimento bem como as estatisticas e critérios de aceitagdo
para avaliagdo deste efeito esta apresentado detalhadamente por
Cardoso, Nobrega e Abrantes (2008).

Limites de detec¢do e de quantificagdo do método

Os limites de detec¢do do método (LDM) bem como os
limites de quantificagao do método (LQM) foram estabelecidos
com base no método da relagao sinal/ruido (S/R) em que se
aceita a estimativa de 3:1, ou seja, o sinal produzido através da
resposta da injecdo de uma concentragao conhecida do analito
de interesse é 3 vezes maior do que o sinal produzido do ruido
da linha de base do cromatograma (RIBANI et al., 2004;
THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Esta relacao (S/R) foi
calculada através da ChemStation do cromatografo HP-6890.

Para estabelecer esta relagdo para os valores dos LDM e
LQM, uma amostra da polpa de tomate foi pesada e fortificada
com 1 mL de uma mistura contendo os agrotdxicos estudados,
na concentra¢do nominal de 1,0 ug.mL™, e extraida pelo método
multirresiduos apresentado previamente. Vale salientar que,
para a avaliagdo destes pardmetros, ndo é necessaria a adi¢gdo do

Tabela 2. Premissas para verificaao da linearidade da faixa da curva analitica (EURACHEM , 1998; GREEN, 1996; BRASIL, 2007; PIMENTEL;
BARROS-NETO, 1996; RIBANI et al., 2004; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Avaliagdes Estatistica

Critérios de aceitagdo

1. existéncia de valores discrepantes, teste de Grubbs

para cada nivel de concentragdo

2. homogeneidade na variancia teste de Cochran

dos residuos da regressao

Andlise da variancia
(ANOVA)

Teste F F

calc

3. significancia da regressio

calculado
calculado <

calculado

de regressao nao é nula. Ha indicagdo de que a regressao ¢é significativa.

tabelado
C(abclado (k=7;n=2; o0 =0,05)
> valor-p, existe relagdo linear entre as varidveis e a inclina¢io da reta

< valor-p nio ha indicagio de existéncia de relagdo linear entre as varia-

veis X e y e ndo tem sentido utilizar a regressao.

Analise da variancia
(ANOVA)
teste da falta de ajuste

4. desvio da linearidade
da faixa de trabalho

o = 0,05 < valor-p, se aceita a linearidade, o modelo é satisfatorio.
o = 0,05 = valor-p, deve-se estabelecer outro intervalo para faixa de trabalho.
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controlador individual do processo. O extrato orgénico obtido
foi injetado seis vezes (n = 6) e os resultados, correspondendo
as concentragdes injetadas de 0,01006 pg.mL™' para o
v-HCH; 0,01039 pug.mL™" para o clorotalonil; 0,01109 pg.mL™"
para a fenitrotiona; 0,01021 pg.mL™' para o clorpirifds; e
0,01242 pg.mL™! para a procimidona, foram utilizados para
estabelecer a relacdo (S/R). Em seguida, foram determinadas as
meédias e os desvios padrdo das respostas, expressas em areas,
obtidas das replicatas de injecdes realizadas. Os valores dos
limites sdo calculados através das Equagoes 3 e 4:

concentragdo S/R 3:1 x3 xS

LDM (ug.mL") = <

3)

concentragdo S/R 3:1 X 10 x S

LQM (ugmL") = <

“

onde, concentracdo S/R 3:1 éa concentragio injetada que produziu
uma resposta na razo sinal/ruido (S/R) de aproximadamente
3 sobre o ruido da linha base; X corresponde a média das
respostas medidas (4reas); e S corresponde ao desvio padrao
das respostas medidas (areas). Para o calculo da concentragao
correspondente em [1g.g™' ou mg.kg™!, utiliza-se a Equagio 1.

Para efeito de confirmacdo dos valores de LQM calculados,
foram preparadas seis replicatas da polpa de tomate nas
respectivas concentragdes e extraidas de acordo com o método
de ensaio.

Recuperagdo e repetitividade

A realizagdo dos experimentos de recuperagio proporcionou
estimar a recupera¢do do método através da comparagdo da
concentragio real de cada agrotoxico adicionado a amostra antes
do procedimento de extragdo, com aquela encontrada apos esta
etapa (DG-SANCO, 2007).

No estudo da recuperagdo dos agrotoxicos da amostra de
tomate, 1 mL de uma solugdo contendo os cinco agrotodxicos
foram adicionados a 15 g da polpa de tomate branco. As amostras
fortificadas, preparadas em seis replicatas de 3 diferentes niveis
de concentragdes, nivel baixo equivalente ao LQM calculado,
intermedidrio e alto (n = 6, total n = 18), foram misturadas
com bastdo de vidro visando garantir sua homogeneidade.
Depois disso, as amostras foram mantidas por 15 minutos
em temperatura ambiente antes do procedimento de extracio
multirresiduos, para evaporagio do solvente. As concentragdes
dos agrotoxicos correspondentes na amostra foram: y-HCH de
0,02; 0,10 € 0,20 mg.kg™*; clorotalonil de 0,02; 0,10 e 1,00 mg.kg™;
fenitrotiona de 0,03; 0,10 e 0,30 mg.kg™; clorpirifés de 0,02;
0,10 e 0,5 mg.kg™ e procimidona de 0,02; 0,10 e 2,5 mg.kg™.
Os valores diferenciados no terceiro nivel (nivel alto) se devem
ao fato de se avaliarem niveis préximos ao LMR estabelecido
do agrotdxico no tomate. Os valores do nivel um (nivel baixo)
foram utilizados para confirmagao dos LQM calculados através
da razdo sinal/ruido (S/R). A férmula utilizada para o célculo
da taxa de recuperagio esta demonstrada na Equagéo 5:

Xexperi |
Taxa de recuperacio (%) = Aexperimental 5)

Xteorica
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onde, Xexperimental corresponde a concentragio ou area média
(n = 6) obtida experimentalmente e Xteérica corresponde a
concentra¢do ou drea média tedrica adicionada a amostra.

A precisdo é medida sob condigoes de repetitividade ou
sob condi¢des de reprodutibilidade e expressa na forma de
coeficiente de variagdo — (CV (%)) e/ou estimativa do desvio
padréo relativo - DPR (%) (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002; DG-SANCO, 2007). A precisdo foi avaliada através da
repetitividade dos experimentos de recuperagdo, de acordo
com a Equagio 6.

DPR(%) ou CV(%) = %100 ©)

onde, S corresponde ao desvio padrio das leituras no nivel de
concentra¢io estudado e X a média dos resultados obtidos
através das replicatas (n = 6).

Como critério de aceita¢do dos parametros exatidao
e precisdo, foram adotados como referéncia os valores
estabelecidos pelo Codex (2003) e DG-Sanco (2007).

3 Resultados e discussao

A amostra de tomate orgénico testemunha apresentou-se
satisfatoria para avaliagdio do método realizado, ja que néo
continha os cinco agrotdxicos estudados e nenhum interferente de
coeluicio que impedisse a identificagdo e quantificagao deles.

3.1 Validagio da metodologia e avaliagio
dos critérios de desempenho

Seletividade

Na Figura 2, sdo apresentados os cromatogramas do branco
da amostra (amostra testemunho) e da mistura padrdo. Os
picos que apareceram no branco da amostra nio coincidem
com os dos cinco agrotoéxicos em questdo, ndo interferindo
na analise com as condi¢des cromatograficas determinadas,
consequentemente demonstrando que a polpa de tomate
adquirida se encontra em condigdes favoraveis a fortificagao
das substincias em estudo.

Estudo da linearidade e faixa de trabalho

A avaliagdo da curva analitica pelo MMQO foi realizada
através de uma planilha eletronica para cada substincia
estudada. A Figura 3 apresenta o modelo da planilha com
os dados obtidos para o y-HCH na polpa de tomate (curva
preparada na matriz).

O uso de planilhas para calculos em uma valida¢éo tornou-
se uma necessidade na comunidade cientifica tendo em vista a
complexidade dos calculos empregados e a redu¢do do tempo de
processamento de dados. Essas planilhas possibilitam a execugao
de célculos matematicos e estatisticos bem como a apresentagdo
dos resultados em tabelas e graficos. Contudo, nem sempre
esses programas computacionais existentes dispdem de todas as
facilidades requeridas a avaliagdo de um ensaio especifico. Cabe
ao laboratério analitico definir qual ferramenta computacional
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Figura 2. A - Cromatograma do branco da polpa de tomate analisada por CG/DCE, de acordo com as condigdes cromatograficas estabelecidas
previamente. B — Cromatograma da polpa de tomate fortificada com uma mistura de: y-HCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifds e procimidona
correspondendo as concentragdes de 0,01006 mg.kg™; 0,01039 mg.kg™’; 0,01109 mg.kg; 0,01021 mg.kg™; e 0,01242 mg.kg™, respectivamente,

analisada por CG/DCE.
Laboratdrio de residuos de agrotoxicos
Avaliagdo da curva analitica do agrotéxico gama-HCH na matriz Tomate
Data: Equipamento: Sequéncia: Analista:
Curva de calibragio Célculos Avaliagao dos residuos - Homocedasticidade
Concentragao - Reysposta Média Varidncia | Desv. Pad. CcVv Somatdrio Maior C de Cohran Resultado
Pontos | pg.mL area % Variancia Variancia C calculado | Ctedrico | homo/hetero
1 0.0030 | 56454,5 55407|  2194512,5| 1481,3887| 2674 | LI3767E+ 11| 50811619328 | 0,4466 0,7270  |Homocedistico
0,0030 54359,5
ANOVA - doe T io da Lineari
2 0,0050 99814 100542.25| 1060696,125| 10299010 1,024 OVA - da regressio e Teste de desvio da Linearidade .
0,0050 | 101270,5 Fonte G.L. sQ MQ F valor-p Sign.
. B 0,05
5 00101 | 1665545| o0 1827872 | 13519882 0.807 Regressio 1 224E+14 | 224 + 14| 94052614 | 9,662E-19 |p<
0,0101 168466,5 Reslduos 12 2,85E+ 11 | 2,38E + 10 #
j , > 0,05
4 00503 | 10681511 0> | 11g5105313| 3a383.0672| 3147 | FRltadeajuste 5 L7IE+11 | 343E+10|  2,1104 01788 [p |
0,0503 1116776,0 Erro puro 7 1,14E + 11 1,63E + 10 #
5 0.1006 | 26821613} 7606745 | 12312884738 |110963,4387| 4,020 Total 13 ZUE+ 14 * id
0,1006 | 2839087,5 Xmed= 0,1104
6 0.2012 | 554685401 5706246 | 50811619328 |225414,3281| 3,950 Ymed= 3084213,36 o
0,2012 5865638,0 Se’= 23772113753,30 Slgnlﬁcatwa
7 0.4024 | 1154945001 1170669975 | 49454967750 [222384,7291| 1,900 Se= 154182,08 i
0,4024 | 11863949,5 n= 14 Resultado | Regressao
Somatério| 1,5452 43178987 coef linear= -153376,5222
coef.ang = 29333586,7921 Nio hi desvio
alfa= 0,05
u= 7
r= 0,9994 n = niimero de observagoes
Curva analitica - gama-HCH em Ra= 0.9987 u = niimero de nivels )
. . pP= 0,05 2 = numero de pardmetros estimados
14000000 - matriz tomate — 7p. em duplicata
120000001  y =29333586,7921x - 153376,5222
2 _
10000000 - R*=0,9987
g 8000000 1 Grafico de residuos
<< 6000000 400000
e
4000000 1 *
100008 * & o o o o . *
2000000 - - - - . : - - - : - - -
-100000 4 * *
T e T e SR
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Figura 3. Planilha eletronica para avaliagdo da linearidade da curva analitica. Modelo referente a curva analitica na matriz tomate para o y-HCH,
com sete niveis de concentragdes em duplicata.
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utilizara para avaliar seus dados, entretanto a possibilidade do
desenvolvimento de uma planilha que satisfaga as necessidades
do laboratério nao deve ser descartada.

A planilha em questdo foi desenvolvida no programa
Microsoft Excel” de modo a fornecer em uma unica pagina
a analise do grafico x-y (curva analitica construida com
7 niveis), o grafico dos residuos da regressdo (observagiao de
valores discrepantes), a varidncia dos residuos (avaliagcdo da
homocedasticidade pelo teste de Cochran), a significancia da
regressao (aplicagdo da analise de varidncia - teste F) e se ha desvio
na linearidade da faixa de trabalho (Teste da falta de ajuste).

Os principais e tnicos dados lancados na planilha
correspondem aos valores das varidveis x e y, ou seja, as
concentragdes da curva analitica e as respostas médias (dreas),

600000 Grafico de residuos - curva em solvente - y-HCH

400000

respectivamente, efetuando a partir destas informacdes digitadas
os calculos necessarios a realizagdo dos testes estatisticos citados
na Tabela 2.

Vale salientar que o detalhamento da planilha eletronica
apresentada nao é o foco deste trabalho, mas serve para ilustrar
seu beneficio para o objetivo proposto.

A planilha eletronica utilizada para avaliagdo das premissas
relacionadas a verificagdo da linearidade da faixa de trabalho
mostrou-se bastante adequada ao roteiro de validagdo adotado
no laboratério.

A Figura 4 apresenta os graficos de residuos da regressio
obtidos para as substincias estudadas. Nao foram observados
valores discrepantes em nenhuma situagdo apresentada.

Grafico de residuos - curva em matriz - y-HCH

&L

2000009 & o o o o

0
-200000 -

*

-400000

L 4

L 4

L 4

*

b & o o
et

*

-600000

1 2 3 4 5

6 7 8 9

10 11 12 13 14

Grafico de residuos - curva em solvente - clorotalonil

300000

200000
1000004 & o o *
0 ———

*

-100000{ .
~200000 1

.

*

7
* o

-300000

1 2 3 4 5 6 7

8

9

10 11 12 13 14

Griéfico de residuos - curva em solvente - fenitrotiona

100000

50000 -

*

0

*

A4

¢ ¢

*

*

EROINI— =G

OO OO0

OO OO

OO OO

[ele o e ol w]

SOOOOOOO
L

—

2 3 4

5

6 7 8 9

10 11 12 13 14

Grafico de residuos - curva em matriz - clorotalonil

300000

200000

100008;} PP

* ¢

—-100000 4

-200000
-300000

L 2

1 2 3 4

6 7 8 9

10 11 12 13 14

Griéfico de residuos - curva em matriz - fenitrotiona

200000

*

*

_50000% ¢ * ¢

-100000
1 6 7

8

9

10 11 12 13 14

100000 -

L 4

0

~100000 3

,‘0000

*
*

-200000
1 2 3 4

5

6 7 8 9

10 11 12 13 14

150000

Griéfico de residuos - curva em solvente - clorpirifés

Gréfico de residuos - curva em matriz - clorpirifds

100000
50000 -
0

*

-50000 ¢
-100000 -

¢ ¢ o

* e

L 4

-150000

1

300000
200000

2

3 4 5 6 7 8

9

10 11 12 13 14

300000
200000

100000
0

* ¢

Ad
*

-100000 ¢
-200000

o & ¢ & o

*

-300000

1

2

3

4

5 6 7 8

9

10 11 12 13 14

Grifico de residuos - curva em solvente - procimidona

300000

Grafico de residuos - curva em matriz - procimidona

100000 -
0

<

L 4

* o

-100000 ¢
-200000

RS

PR

-300000

1

2

3

4

5

6 7

8 9

10 11 12 13 14

200000

100000 -
0

*

*

<
*

-100000 ¢
-200000

PRSI AR

¢

-300000

1

2 3 4 5

6 7

8 9

10 11 12 13 14

Figura 4. Representacéo gréfica dos residuos da regressao das curvas analiticas construidas em solvente e na matriz para os cinco agrotdxicos

estudados.
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O teste estatistico empregado para avaliar a variancia dos
residuos provenientes dos ajustes das curvas analiticas em solvente
e em matriz para os agrotoxicos, de acordo com a Tabela 2,
demonstra que apresentam comportamento homocedasticos

(C_iutado < Crupetnas) conforme apresentado na Tabela 3.

Na Tabela 4, sdo apresentadas as equagdes da reta de regressao
empregadas para verificacdo da significAncia da regressao e
desvio da linearidade. E possivel observar que a regressio foi
significante ndo demonstrando desvio da linearidade na faixa
de trabalho avaliada para os cinco agrotdxicos alvos do estudo.
Entretanto, nas analises de rotina, adotou-se a utilizacdo de
curvas analiticas com apenas trés a cinco niveis de concentragdes
diferentes devido a complexidade e ao custo da andlise de
residuos de agrotdxicos em alimentos.

Efeito da resposta cromatogrdfica
acentuada e induzida pela matriz

De acordo com os resultados apresentados por Cardoso,
Nobrega e Abrantes (2008), o efeito matriz demonstrou ser

Tabela 3. Resultados da avaliagdo através do teste de Cochran, da
homogeneidade da variancia dos residuos da regressdo da curva
analitica, em solvente e no extrato organico da polpa de tomate.

Agrotoxico  C_y calculado Coabetado Resultado
curvaem curvaem (k=7,n=2)
solvente  matriz
v-HCH 0,5530 0,4466 0,727 homosceddstico
Clorotalonil 0,6074 0,5380 0,727 homosceddastico
Fenitrotiona  0,5016 0,6171 0,727 homoscedastico
Clorpirifés 0,5397 0,6709 0,727 homosceddstico
Procimidona  0,3800 0,6411 0,727 homoscedastico

Os resultados apresentados na tabela 3 referem-se a avaliagdo de duplicatas de
7 concentragdes diferentes injetadas duas vezes cada uma.

significante para os agrotoxicos da classe dos organofosforados,
a fenitrotiona e o clorpirifds, indicando a utilizagao da curva
analitica preparada com o extrato orgéanico branco da polpa de
tomate a fim de minimizar esse efeito. Embora para o y-HCH,
o clorotalonil e a procimidona esse efeito nio seja significativo,
adotou-se como forma de trabalho o emprego da curva preparada
na matriz para os cinco agrotoxicos alvos do estudo.

Limites de detecgdo e de quantificagdo do método

Os valores dos limites de detec¢do e dos limites de
quantificacdo do método calculados através das Equagdes 3 e 4
sdo apresentados na Tabela 5. Apesar da relagdo sinal/ruido
produzida pelo software ser superior a 3, decidiu-se manter a
concentra¢do nominal de 0,01 pg.mL™' como base para calculos
do pardmetro limite de deteccdo do método. Esses pardmetros
calculados através do método de ensaio sdo os que mais refletem
os valores reais e foram adotados como referéncia neste trabalho.
Os valores dos LQM foram confirmados através do teste realizado
com seis replicatas da amostra fortificadas com as respectivas
concentragdes, além de serem inferiores ao LMR estabelecido
para o clorotalonil, clorpirifés e procimidona em tomate,
demonstrando a adequagdo do método a sua finalidade.

Recuperagio e repetitividade

Segundo o documento do DG-Sanco 2007, a possibilidade
de se calcular a taxa de recuperagdo com apenas um tnico
nivel de calibragdo pode ser empregada em situagdes em que a
concentragio investigada for muito baixa, fornecendo resultados
mais exatos do que quando utilizados vérios niveis de calibragio.
Desse modo, as taxas de recuperagiao encontradas para os niveis
mais baixos seguiram essa indicagdo para os cinco agrotdxicos
em questdo. Para os niveis intermedidrio e alto, utilizou-se a
padronizagao externa através da curva analitica construida com
os sete niveis de concentrac¢des diferentes.

Tabela 4. Equagdo da reta de regressao e coeficientes de determinagéo para as faixas de trabalho estudadas para cinco agrotdxicos por CG-DCE
nas curvas em solvente e em extrato orgénico do tomate e estatisticas para avaliagdo da linearidade.

Agrotodxico e estatisticas ~ Faixa linear

Curva em iso-octano

Curva em extrato organico do tomate

(ng.mL™) Equagdo da regressao R? Equagdo da regressao R?
v-HCH y =30453162,67 x — 251452,48 y = 29333864,59 x — 153440,71
ANOVA - teste t 0,003-0,402  F_  (5487,01)>valor-p(2,43*10"7) 09978  F_  (940526) > valor-p(9,66*10"%) 09987
ANOVA - falta de ajuste o = 0,05 < valor-p(0,06) o = 0,05 < valor-p(0,18)
clorotalonil y =27585538,98 x - 11,9526,43 y =27428493,32 x - 49651,41
ANOVA - teste t 0,003-0,416  F_ = (11868,40) > valor-p(2,40<10%) 09990  F_  (22796,63) > valor-p(4,79*10)  0,9995
ANOVA - falta de ajuste o = 0,05 < valor-p(0,12) o = 0,05 < valor-p(0,38)
fenitrotiona y = 8366907,08 x + 55057,55 y = 8821556,48 x + 99967,93
ANOVA - teste t 0,003-0,444  F_ = (12160,35) > valor-p(2,07°10%%) 09990 F_  (3496,66) > valor-p(3,62¥10¢)  0,9966
ANOVA - falta de ajuste o, = 0,05 < valor-p(0,15) o= 0,05 < valor-p(0,13)
clorpirifos y = 10340903,25 x + 59079,28 y =10792912,27 x + 147778,22
ANOVA - teste t 0,003-0,408  F_  (10678,03) > valor-p(4,52*10"%) 09989 F_ (2900,62) > valor-p(1,11¥10%)  0,9959
ANOVA - falta de ajuste o = 0,05 < valor-p(0,07) o = 0,05 < valor-p(0,20)
procimidona y =5952775,95 x + 106782,80 y = 5649008,07 x + 116389,22
ANOVA - teste t 0,004-0,497 (1522,35) > valor-p(5,18*10'%) ~ 0,9922 (1129,82) > valor-p(3,05*10%)  0,9895

ANOVA - falta de ajuste

calcnhdo

o = 0,05 < valor-p(0,06)

calcnhdo

o = 0,05 < valor-p(0,28)
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Tabela 5. Limites de detec¢do (LDM) e de quantificagdo (LQM) do método, calculados a partir da razdo sinal/ruido, para o agrotoxico através

do método de ensaio.

Agrotoxico Massa de polpa @ ®Relagao sinal/ ®Areas ®Desvio padrio ®Limites do método (ug.g")
pesada (g) ruido medidas das areas (mg.kg™)

LDM LQM

v-HCH 68,25 136175,83 3779,21 0,005 0,016
Clorotalonil 192,08 232753,00 7654,25 0,006 0,020
Fenitrotiona 15,7593 81,25 153382,67 4379,16 0,005 0,018
Clorpirifés 107,48 110837,83 2663,65 0,004 0,014
Procimidona 194,35 156733,83 4378,45 0,006 0,020

@ valores obtidos através do software da ChemStation do cromatégrafo HP-6890. ® Dados foram obtidos através da média de seis determinagdes (n = 6), realizadas em paralelo para:
Y-HCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifos e procimidona obtidos a partir das andlises cromatograficas por CG/DCE das concentragdes injetadas de 0,01006, 0,01039, 0,01109,

0,01021 e 0,01242 mg.mL", respectivamente.

Tabela 6. Parametros estatisticos de recuperagido e de coeficiente de
variagdo calculados para a matriz tomate, para n = 6.

Agrotoxico Concentragao Recuperagao Ccv
de fortificagdo (%) (%)

(mg.kg™)
v-HCH 0,020 77 9
0,100 86 9
0,200 75 15
Clorotalonil 0,030 83 5
0,100 99 4
1,040 97 6
Fenitrotiona 0,030 103 4
0,100 81 3
0,300 103 5
Clorpirifés 0,020 72 6
0,100 72 4
0,500 92 6
Procimidona 0,025 76 4
0,100 103 2
2,500 110 2

Na Tabela 6, sdo apresentados as taxas de recuperagio e
os coeficientes de variagdo para os niveis de concentragdes
estudados, calculados através das Equagdes 5 e 6. Para todos os
agrotoxicos estudados, as taxas de recuperagdes se apresentam
na faixa aceitavel de 70 a 120% com os respectivos CV (%)
inferiores a 20%, estando de acordo com o recomendado pelo
Codex Alimentarius (CODEX, 2003) e DG-Sanco, 2007.

Os critérios de aceitagdo indicados nestes documentos oficiais
indicam que, para a faixa de concentragao > 0,01 e <0,1 mg.kg™!,
o intervalo de recuperacio aceitavel em % é entre 70-120 com
CV (%) de até 20%°, > 0,1 e < 1 mg.kg™ entre 70-110% e CV
(%) de até 15% e, para a faixa de concentragdo > 1 mg.kg™, o
intervalo aceito se encontra entre 70-110% com CV (%) < 10%
(CODEX, 2003); por outro lado, o0 DG-Sanco (2007) indica
apenas a faixa de recuperagdo de 70-120% com CV (%) de até
20%.

De modo a comprovar que, nos procedimentos adotados
para a realizacdo do método de ensaio estudado, houve a
oportunidade de participa¢ao em dois ensaios de proficiéncia
(EP) (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2006) provenientes
do NMI-Australia, no ano de 2006 e do FAPAS - Reino Unido,
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no ano de 2007. A matriz recebida foi a polpa de tomate que
continha, entre outros, o agrotoxico procimidona. Os resultados
encontrados nos dois EP, através do método de ensaio descrito
neste trabalho, obtiveram como avaliacdo de desempenho o
valor do indice Z < 2, ou seja, satisfatorio de acordo com a
ISO Guia 43-1 (ABNT ISO/IEC, 1999) para este agrotoxico
corroborando com a habilidade do método multirresiduos
validado para esta substancia.

4 Conclusoes

O modelo proposto para verificagio do desempenho do
método de ensaio, demonstrando a qualidade e confiabilidade
dos dados analiticos, seguiu parametros indicados na literatura
para realizacdo da validagao e foi selecionado para atender as
necessidades do trabalho realizado.

A utilizagdo da planilha eletrénica para avaliacdo do
parametro linearidade proporcionou rapida interpretagio dos
dados obtidos para a faixa analitica estudada demonstrando ser
uma ferramenta aplicavel as expectativas do laboratorio.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram
a habilidade do método estudado e sdo satisfatdrios para as
necessidades da rotina do laboratério, ja que é um procedimento
multirresiduos, simples, de baixo custo por néo precisar da etapa
de limpeza (clean-up) e eficiente.

A oportunidade de participacdo em dois ensaios de
proficiéncia em matriz tomate contendo o agrotdxico
procimidona pode ainda comprovar a exatiddo do método
objeto de estudo para este analito.
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