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RESUMO

Para a realizacéo de programas de monitoramento de residuos de pesticidas em alimentos, os métodos
multiresiduos sdo ideais pela possibilidade de determinar simultaneamente diversos tipos de pesticidas
em umauUnicaextracdo. Entretanto, paraavalidacéo desses métodos, os principais critériosaserem vistos
s80: especificidade, seletividade, linearidade, limites de deteccao, limitesde quantificacdo, robustez, exatidao
e precisdo, sendo osdois Ultimos parémetros os que possibilitam estimar os erros e as variagdes embutidos
no processo analitico. Neste trabalho, foram conduzidos ensaios de recuperagdo de pesticidas
organohal ogenados através de fortificacdes realizadas em macas nos niveis 1LOQ e 5 LOQ de cada
pesticidaparaverificacdo da precisdo e exatiddo do método. As determinacdes dos pesticidasforam feitas
por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons, e, para a verificagdo dos parametros
exatidado e precisdo, os resultados obtidos evidenciaram que as recuperacdes ficaram entre 74% a111%, e
os coeficientes de variacdo entre 5,0 % e 14,0 %, estando os valores enquadrados dentro dos limites
recomendados pela literatura para andlise de residuos de pesticidas

Palavras-Chave. métodos analiticos; validacao; cromatografia; pesticidas, macas

ABSTRACT

To devel opment programs of monitoring residues of pesticidesin foods, the multiresidue methods are the
choice, because many kind of pesticide are determined with only one extraction. However, to evaluatethe
analytical process, the main traits are: especificity, selectivity, linearity, limits of detection, limits of
quantification, rudgeness, precision and accuracy, being thetwo last ones, the main parametersto estimate
the errorsand variationsincluded in the process. In thiswork, recovery assays of some organohal ogenate
pesticidesweremadein applesin 1 LOQ and 5 LOQ of each pesticideto verify the accuracy and precision
of method. The pesticides were determined by gas chromatographic with electron capture detector, and
the results showed that, the recovery obtained were between 74% and 111%, and variation coefficients
between 5 % and 14 %, evidenced that the values are in the range recommended by literature.
Key-Words. analytical methods; validation; chromatography; pesticides; apples.
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento de novos métodos aliados ao
uso de equi pamentos com tecnol ogias avancgadas, 0S processos
para analises de residuos de pesticidas devem sempre incluir a
validacdo dos métodos utili zados e ndo apenas suaotimizagdo™.

Sob o ponto devistaprético, pode-sedizer que um método,
apos ser desenvolvido, deve ser submetido a um processo de
avaliagdo que estime sua eficiéncia. Este processo de avaliagdo
costumaser chamado de validacgo. Um método seraconsiderado
validado se suas caracteristicas estiverem em conformidade com
0s pré-requisitos exigidos. Existe, portanto, umadiferenca entre
avaliacdo de processo, que consiste na colecdo dos dados
experimentais, eavalidacdo propriamente dita, que deveverificar
arelacdo entre os resultados experimentai s'°.

No sentido rigoroso, entretanto, avalidacéo de métodos
representa uma parte do processo total que abrange também
vériosdiferentes aspectos. Segundo Krull e Swartz, avalidagéo
€ um processo formado por quatro fases, cadaumadelas critica
a0 sucesso total do processo: 1) validagdo do software; 2)
qualificacdo do hardware; 3) validacao do método; 4) adequacéo
do sistema. O processo comegacom um software validado. Ent&o
um meétodo validado pode ser desenvolvido a partir de um
sistema qualificado. Finalmente, todo o processo € integrado
através de um sistema adequado.

Embora os 6rgéos regulamentadores facam referéncia as
quatro abordagens', nestetrabalho o enfoquefoi sobrevaidacéo
de método, especificamente nos parametros exatidao e precisao.

De acordo com as atuais normas regulamentadoras para
0s métodos de ensaio e calibragdo, a validagdo de métodos é a
confirmag&o por exame efornecimento de evidénciaobjetivade
gue os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos’. Segundo as normas da NBR SO/
IEC 17025 - Requisitos gerai s paracompeténciade laboratdrios
de ensaio e calibracdo, os par@metros recomendados para
validagcdo de métodos devem ser claramente declarados nos
procedimentos documentados e incluir, quando aplicavel,
especificidade, seletividade, faixa de trabalho, linearidade,
sensibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo, exatidéo
etendéncia (bias), precisdo, robustez e incerteza de medi¢ao®.

Em programas de monitoramento de residuos de
pesticidas em alimentos, nos quai s s8o analisados diversostipos
de pesticidas nas mais variadas matrizes, os métodos
multiresiduos séo os processos analiticos de escolha pela
possibilidade de determinacéo de um grande ndmero de
pesticidas em uma determinada matriz, utilizando uma Gnica
etapade extracdo. Existem variostipos de métodos multiresiduos
descritos na literatural®?2 os quais s80 mais ou menos
eficientes deacordo com o pesticida, amatriz eo método utilizado,
levando-se em conta as propriedades fisico-quimicas de cada
ativo e as caracteristicas de cada método .

As validagOes de métodos realizados em laboratorios
sdo apropriadas em vérias circunstancias: para assegurar a
viabilidade de um método de baixo custo, para a garantia da

confiabilidade do método em estudos colaborativos formais e
para assegurar que as recomendaces dos parametros de
vaidagdo de métodos estéo sendo usados corretamente®.

A validacdo de métodos multiresiduos para pesquisade
pesticidas em varias matrizes pode ser realizada facilmente em
|aboratorio, mediante ensai os de recuperacédo apartir deamostras
fortificadas com solugBes padrées com concentracdes
conhecidas, provenientes de padrfes primarios certificados’, e
na auséncia destes com solugfes padroes rastreaveist:.

Neste processo, a avaliacdo dos parémetros precisio e
exatiddo é considerada a mais relevante porque permite estimar
estatisticamente os erros e as variagdes existentes através dos
resultadosgerados. A exatiddo pode ser estimadapel o erro absoluto
e relativo, e a precisdo pelas medidas de disperséo (bias), como
desvio padréo, varianciae coeficiente devariacdo, entre outras®. A
precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos, de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrfes, sob condigdes definidas™ e costuma ser
estimada em estudos intralaboratoriais® para a demonstragéo da
repetitividade, que expressa a precisdo do método redizada sob
condigBes de andlise iguais, em um pequeno intervalo de tempo,
considerando-se 0 mesmo analista, equipamento e condicdes
ambientais. Norma mente, aprecisio é expressadravésdaesimativa
dodesvio padréorelativo (RSD) ou coeficiente devariacdo obtidos
entre os resultados dos ensaios repetitivos.

O objetivo destetrabalho foi avaliar osresultados obtidos
nos parametros exatidéo e precisdo em ensai os conduzidos para
recuperacdo de pesticidas organohalogenados em magca por
cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons,
utilizando a técnica de extragdo do método multiresiduo®. As
fortificagbesdamatriz no nivel 1 LOQ equivaente aconcentragéo
de0,02 mg/K, enonivel 5L.OQ com concentragdo equivalentea
0,1 mg/Kg da amostra, foram realizadas para verificacdo da
recuperacdo dos pesticidas no limite de quantificac&o proposto
pelo método da relagdo sinal/ruido na proporcéo 10:1 dos
compostos na matriz, e verificacdo da performance do mesmo
em uma faixa de concentracdo de padrdes usual para este tipo
deandlise, respectivamente. Os dados obtidos das recuperages
foram submetidos a um model o estatistico (testet de Student),
aplicavel paraum nimero deamostrasigua ouinferior a20 para
confirmac&o daexatiddo do método em um determinadoiintervalo
de confianca pré-estabel ecido.

Para o estudo da precisdo do método, foram verificados
os coeficientes de variagdo obtidos nos ensai os de recuperagcdes
de cada pesticidae avaliados quanto aaceitabilidade do método,
de acordo com as recomendagtes descritas naliteraturaparaos
niveis de concentragdes trabal hados.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Asamostras utilizadas pararealizagdo dos ensaiosforam
magas organicas previamente analisadas e isentas de
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agrotéxicos. Uma aliquota dessa amostra serviu como
testemunha dos ensaios realizados para verificagcdo dos
interferentes damatriz na &rea de interesse.

Padrdes

Os padrdes utilizados neste estudo foram padrdes
certificados, adquiridos de umaempresaalemd, Dr. Ehrenstorfer,
sob aformade padrdes primarios. Esses mesmos padrfesforam
pesados apés célculos para correcdo dos pesos em relagéo ao
percentual de pureza dos mesmos, e diluidos em solventes
organicos para obtencdo de solugdes estoques de cada padréo
com concentragBes por volta de 0,01%. A partir das solucdes
estoque foram preparados outras solugdes intermediérias e de
trabalho paraaexecucdo das curvas de calibragéo dos pesticidas
organohal ogenados.

Os compostos estudados para o processo foram: § HCH,
Clorotalonil, Endosulfan I, Endosulfan |1, Endosulfan sulfato,
Tetradifona, TrifluralinaeVinclozolina. Asestruturas quimicas
dos compostos ensaiados sdo mostradas na Figura 1.

Meétodo analitico

Para a realizacdo dos ensaios de recuperacdo dos
pesticidas organohal ogenados com a utilizag8o da técnica de
extracdo do método multiresiduos, model o europeu'’, e apesar
das recomendactes da realizacdo de testes de recuperagctes em
trésniveis1LOQ, 2L0OQ e10LOQ nos processosdevalidacao
demétodos, nestetrabalho em que os objetivosforam arealizagao
de ensaios experimentais para testes de recuperacdo dos
pesticidas em estudo para determinacdo do limite de
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Figura 1. Estrutura quimica dos pesticidas recuperados em magéas
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quantificagdo proposto (1 LOQ = 0,02 mg/K g), eaverificagdo da
performance do método em um nivel de concentragdo comum
paraestetipo deandlise (5LOQ= 0,1 mg/Kg), foram conduzidos
fortificacOes da matriz com as misturas das solugdes padrbes
somente em dois niveis, 1LOQ e 5L0Q, com cinco ensaios
repetitivosem cadanivel, noinicio efaixafina respectivamente,
dafaixadetrabaho do método. Dessaforma, foram conduzidos
10 ensaios com fortificagbes das matrizes com misturas de
solugBes padrdes, seguidas dos processos de recuperacéo dos
pesticidas pelo processo analitico de escolha.

As amostras foram cortadas em pequenos pedacos de
cerca de dois centimetros, trituradas em processador de
alimentos de laboratério até homogenizagdo completa e
acondicionadas em frascos de vidro de boca larga com
capacidade de 1kg. Daamostra homogenizada, foram pesadas
11 aliquotas de 15 gramas cada, em beguer de forma altacom
capacidade para500 mL: 5 aliquotas parao nivel defortificacdo
I, 5 aliquotas parao nivel defortificagdo Il e 1 aliquotaparaa
amostra Testemunha. As amostras, com excecdo da
Testemunha, foram fortificadas com 1,0 mL cada, com misturas
das solugBes padrdes previamente preparadas em acetonagrau
residuo, nas concentragfes de 0,3 ug/ mL para cinco
fortificagBesno nivel 1LOQ e1,5ug/ mL paracinco fortificagdes
no nivel 5LOQ.

As amostras assim fortificadas ficaram com
concentragBesfinaisde 0,02 mg/kg no nivel 1LOQ e 0,10 mg/kg
no nivel 5LOQ de cada ativo em estudo. Ap6s 0 processo de
fortificagdo, as amostras ficaram no minimo por trés horas em
capelas de exaustdo, paraainteragdo dos ativos com amatriz e
evaporacdo do solvente utilizado na mistura dos padrfes®®.

Decorridos 0 tempo necessario, 0s pesticidas foram entéo
extraidoscomauxiliodeumultraTurrax, gustado a15.000 rpm, com
30mL deacetonagrau residuo por 15 segundos, seguidosdaadicao
demais60 mL damisturados solventesdiclorometano en-hexano
grau residuo, naproporgdo de 1:1, por mais 15 segundos. As duas
amostras (Testemunha), bem como outra amostra contendo a
mistura dos solventes utilizados (Branco) foram conduzidas da
mesma forma nos ensaios, para verificagdo de possiveis
contaminagdes e interferentes damatriz nadrea de interesse'?.

As misturas, apés homogenizagdo, foram filtradas em
funil analitico contendo sulfato de sodio anidro, e dos extratos
organicos, tomaram-se aliquotas de 0,3 mL para cada teste,
para determinacdo das recuperacdes dos ativos em estudos.
Os solventes das amostras foram evaporadas a temperatura
ambiente até secura total e os residuos foram novamente
ressuspensos em mistura de isooctano-tolueno na proporcgéo
de 9:1 atéovolumefinal de 1,0 mL. Foraminjetados1 ulL de
cada teste, em cromatografo gasoso equipado com detetor de
captura de el étrons.

As condicOes cromatograficas utilizadas foram as
seguintes:

Equipamento: cromatégrafo gasoso marca Varian, com
detetor de captura de elétrons, com fonte de Ni_,, modelo CP
3800, cominjetor e amostrador autométicos.

63’

Coluna: silicafundidaCP-8 (30 mx 0,25 mmx 1,5mu de
didmetro defilme)

Injetor: temperatura240°C

Modo de injecdo: splitless

Detector: temperatura 300°C

Fluxo do gés de arraste: 1,5 mL/ min (Nitrogénio para
ECD)

Rampa: 90°C por 3', 10°C/min até 180°C, 5°C/min até
230°C, 10°C/ min até 280°C mantendo por 10min. Tempo total
dacorrida= 55 minutos.

Asdeterminagdes qualitativae quantitativados residuos
recuperados foram obtidas pela média das trés leituras
consecutivas de cada ensaio nas curvas de calibragéo
previamenterealizadas com amisturadosvariosativosem estudo
no extrato organico obtido no processo de extragdo da amostra
Testemunha paraneutralizar o efeito matriz'2*3, A identificacdo
doscompostosfoi feitapelacomparagdo dostemposderetencdo
dos picos obtidos nos ensaios com 0s respectivos padrdes
analiticos, e a determinagao quantitativa dos compostos
recuperados pel o método de padronizagéo externa.

As concentracfes dos pontos da curva de calibracgo
analitica ficaram com as seguintes concentragdes em ordem
crescente, respectivamente: 0,005mg/kg; 0,01 mg/kg; 0,02 mg/
kg (1LOQ); 0,04 mg/kg; 0,06 mg/kg 0,10 mg/kg (5LOQ). As
curvas de calibragéo com osfatores de correlacdo (r 2) obtidos
eilustrados nas Figuras 2 a 9 fazem parte dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A exatidéo expressaacapaci dade de um método analitico
obter resultados proximosao valor real e éestimadapelo cdculo
do erro absoluto ou do erro rel ativo, sendo considerado achave
para a validagdo de um método*. Neste estudo, a exatidao foi
avaliada pelos resultados obtidos nas recuperactes das macas
fortificadas e comparagéo estatistica com os valores do padrao
certificado.

Os valores das recuperacdes realizadas obtidos da
média de trés leituras e submetidos ao teste de hipdteses's,
para verificagdo da exatiddo do método sdo apresentados na
Tabelal.

Segundo vérios autores*15, para andlise em nivel de
tragos, costumarse considerar como aceitavel recuperacoes que
estejam no intervalo de 70% a 120% do valor esperado, mesmo
que no teste t serejeite ahipétese nulaH = recuperagéo 100%.
Em andlises de recuperacdes de pesticidas em baixos niveis de
concentracBes equivalentes aos limites de deteccéo e ao menor
nivel de quantificagdo (LOQ), o Codex Alimentarius® prevé
recuperacOes em interval os aceitaveis até entre 60% a 140%.

Paraaconfirmacado da exatidéo do método, osresultados
das recuperacdes obtidos foram submetidos ao teste de
hipoteses, em que, submetendo-se os resultados das
recuperagfes obtidas nos ensaios ao teste t de Student que
permite comparacOes entre séries simples paraum determinado
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interval o de confianca, foi possivel avaliar osresultados quanto
aexatidéo do método. Assim, estabel ecidacomo hipdtese nula
H, = recuperagéo 100% e como hipotese alternativa H, =
recuperacdo # de 100%, aplicou-se o testet de Student com um
intervalo de 99% de confianca e n-1 graus de liberdade para
cadaativo. Os valores obtidosdo t_, ., mostraram-se abaixo
dovalor det . parao intervalo de confianca estabelecido,
aceitando-se a hipdtese nula H, isto €, ndo existem diferencas

significativas entre as recuperacfes obtidas e o valor da
recuperagdo 100% esperado.

Para o célculo do t
equacdo:

cacuage UtiliZou-se da seguinte

t =Rec %—100%

calculado
s/ \Jn-1

Figura. 2. p-HCH 1”=0,999904

: -

Figura. 6. Endosulfan sulfato r2=0,999631

Figura. 8. Trifluralina r°=0,999393

Figura. 3. Clorotalonil 1*=0,999494
((((( /@

-

Figura. 5. Endosulfan II r*=0,999163

//

Figura. 7. Tetradifona r*=0,999511

=

Figuras 2 a 9. Curvas de calibragdo dos pesticidas com os valores de coeficiente de correlagéo (rz) obtidos
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Tabela 1. Valores de recuperacfes obtidos dos pesticidas

Pesticidas n Nivel Recuperacédo T eutado S CV (%)
(ma/kg) média (%)
B-HCH 5 002 106 120 995 95
5 01 8 -372 912 10
Clorotaonil 5 002 107 136 103 95
5 01 m 254 864 78
Endosulfan | 5 002 @ -015 1310 130
5 01 %b -167 597 6,3
Endosulfan I 5 0,02 A -1,02 11,73 125
5 01 B -267 5,24 55
Endosulfan 5 0,02 P -137 1162 125
(sulfato) 5 01 B -2,10 6,65 73
Tetradifona 5 002 74 -4,66 987 135
5 01 - - - -
Triflurdina 5 0,02 8l -339 11,20 140
5 01 R -296 540 6,0
Vinclozolina 5 002 108 105 1524 140
5 01 103 120 497 50

n= numero de analises; S= Variancia; CV= Coeficiente de Variagao; t

Onde:

Rec=% recuperacdo média

100 =% recuperagdo esperada

s é 0 desvio padréo

n é o nimero dereplicatas (Graus de Liberdadeigual a
5 para este estudo)

A precisdo de um método é definida como sua
capacidade defornecer resultados com baixadispersdo, ou sgja,
um método é considerado preciso quando ao analisar uma
mesma amostra vérias vezes, 0s resultados obtidos sdo bem
proximos entre si e é estimada por medidas de dispersdo, como
desvio-padrdo, variénciae coeficiente de variagdo, entre outras.

Em analises de residuos de pesticidas, considera-se que
0 método € preciso quando os coeficientes de variacéo
apresentam-se menores que 20%. Este valor deve-se aos baixos
niveis de concentracdo determinados®131518

O desvio padrdo absoluto bem como o desvio padréo
relativo ou coeficientesde variagdo obtidosapartir dosensaios
de recuperagdo sdo considerados adequados para andlise de
residuos de pesticidas, quando valores iguais ou inferiores a
20% sdo encontrados, em que, dependendo dos niveis de
concentracdo dos analitos ou massa a ser detectada, os desvios
tornam-se maiores, nos quais as grandezas de variabilidade
podem ser consideradas aceitaveis, conformeliteraturasdaarea
13,18 2223 Na Tabela 2, sdo demonstrados os coeficientes de
variagdo aceitdveispelaUnido Européiat® edaAOAC?, em que,
de acordo com o aumento das concentrages ha umadiminuicao
dos desvios padrdes relativos (CV%).

99%=4,032

59

Para o estudo da precisdo do método, foram verificados
os parémetros de repetitividade, obtidos nos graus de
concordancia entre os resultados das andlises individuais dos
procedimentos em que foram aplicados repetidamente as
multiplas analises, cinco em cada nivel, da mesma amostra
homogénea de magas, conduzidas em idénticas condi¢des de
teste, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo dia e
mesmos reagentes. Como todos osval oresdo CV % dos ensaios
de recuperacdo obtidos mostraram-se inferiores ao
estabelecido na Tabela 2 nas concentragdes ensaiadas entre
0,02 a0,1 mg/Kg que equivaleriam a10 a 100 ug/Kg com
coeficientes de variagdo aceitaveis até 32%, o método avaliado
nos ensaios paravalidagéo dospesticidaspHCH , Clorotalonil,
Endosufam |, Endosulfam Il , Sulfato de Endosulfam,
Tetradifona, Trifluralina e Vinclozolina mediante ensaios de
recuperacdo intralaboratorial foi considerado preciso nafaixa
de trabalho ensaiada, entre 0,02 20,1 mg/Kg de amostra, com

Tabela 2. Variahilidade por concentracdo (Uni&o Européia®®)

Concentracao Coeficiente de
variacdo (CV%o)
1ug/Kg(1ppb) S
10 ug/ Kg (10 ppb) K
100 ug/ Kg (100 ppb) 23
1mg/Kg(1ppm) 16
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excegdo do pesticida Tetradifonano nivel 5 LOQ equivalentea
concentracdo 0,1 mg/K g, queteve esse ponto excluido dacurva
de calibrac&o por encontrar-seforado seu intervalo dindmico.

CONCLUSOES

Osresultados obtidos no presente estudo ficaram dentro
doslimitesrecomendados pelaliteraturaparaandlise deresiduos
de pesticidas apresentando uma boa exatiddo e precisdo para
andlise de pesticidas organohalogenados em magas nas
condi¢des experimentais. Este mesmo método podera ser
utilizado no desenvol vimento de hovas pesquisas paravalidacéo
de outros pesticidas de diferentes grupos quimicos, levando-se
em conta aspectos como custo, tempo, disponibilidade de
pessoal e diversos materiais dereferéncia aserem validados.
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