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Resumo: A certificagdo de um Material de Referéncia de
agrotoxicos em polpa de tomate a partir dos resultados de
um Ensaio de Proficiéncia é apresentada nesse trabalho. Os
analitos certificados foram Clorpirifés, Fenitrotiona,
Oxifluorfem, Permetrina e Trifluralina.
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1. INTRODUCAO

Por definicdo, Material de Referéncia Certificado (MRC)
é o material suficientemente homogéneo e estavel em
relagio a uma ou mais propriedades especificas, que é
estabelecido para 0 seu uso em um processo de medicéo [1].

A utilizacdo de MRC nos processos de calibragdo e
ensaio é uma exigéncia da norma NBR ISO/IEC 17025 [2],
uma vez que estes materiais sdo ferramentas essenciais para
o controle da qualidade dos processos de medigdo, pois
conferem rastreabilidade e confiabilidade ao resultado. O
MRC vem acompanhado de um certificado, onde sdo
mencionados os valores das grandezas de interesse com as
respectivas incertezas, e a sua certificagdo é realizada
utilizando ferramentas como metodologias priméarias e
intercomparacgdes laboratoriais.

A certificacdo de um material de referéncia é realizada
conforme os requisitos das normas 1SO da série 30 (ISO
GUIDE 30 a 35) [3,4]. A ISO GUIDE 35 [4] estabelece que
0 processo de certificacdo de um Material de Referéncia
(MR) requer um estudo criterioso de todas as fontes de
incerteza que impactam na validade dos valores certificados.
De uma forma geral, estas fontes sdo correspondentes a
incerteza da caracterizagdo, a incerteza da homogeneidade, a
incerteza da estabilidade inerente ao transporte (estabilidade
de curta duragdo) e & incerteza de estabilidade inerente ao
armazenamento (estabilidade de longa duracdo), as quais séo
imprescindiveis para o desenvolvimento e a certificagdo de
um MR.

2. OBJETIVOS

Descrever o processo de certificacdo do material de
referéncia (MR) de Polpa de Tomate, lote INCQS-MRCO02 a
partir dos resultados da 5% Rodada do Ensaio de Proficiéncia
para a Determinacgdo de Agrotdxicos em Alimentos — matriz
Tomate.

3. METODOLOGIA

O candidato a material de referéncia certificado de Polpa
de Tomate, lote INCQS-MRCO02, foi preparado e analisado
quanto ao seu grau de homogeneidade e estabilidade no
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro/RJ a partir do més
de abril de 2009, sendo o seu envase realizado em
28/04/20009.

3.1. Preparacéo do Lote INCQS-MRCO02

Aproximadamente 16.000 g de tomate adquiridos na
cidade do Rio de Janeiro foram utilizados para o preparo do
material. Os tomates foram lavados, descascados e suas
sementes retiradas antes de processados em liquidificador.
Este volume de polpa de tomate foi homogeneizado com o
auxilio de um agitador mecanico e apds 30 minutos retirou-
se quantidade suficiente para servir como branco da
amostra, 3.000 g. Em seguida foram mantidos em
congelador sob temperaturas entre -10 a -25 °C até o
momento de fortificacdo. O volume de polpa preparada para
fortificacdo foi de aproximadamente 7.000 g.

Apo6s a homogeneizacdo o lote preparado foi envasado
em frascos de vidro inequivocamente identificadas,
perfazendo um total de 150 frascos de polpa de tomate
fortificado e 50 frascos de branco de matriz.

Os agrotoxicos, suas purezas e suas concentracdes
tedricas adicionadas ao lote de polpa de tomate produzido,
bem como os limites maximos de residuo permitido — LMR
para a cultura de tomate, no Brasil, sdo apresentados na

Tabela 1.
Tabela 1: Concentracdes tedricas finais dos agrotoxicos adicionados a
polpa de tomate.

- Pureza Concentragéo LMR

Agrotoxico .
(certificado) (mg/kg) (mg/kg)

Clorpirifos 98,5 % 0,036 0,5
Fenitrotiona 97,7 % 0,054 Néo Indicado
Oxifluorfem 97,5 % 0,056 Né&o Indicado
Permetrina 94,5 % 0,108 0,3
Trifluralina 99,5 % 0,057 0,05

3.2 Quantificacdo Analitica dos Agrotéxicos da Polpa
de Tomate

Os agrotdxicos fortificados neste lote de polpa de tomate
foram analisados pelo método Luke modificado [5].



3.3 Estudo de Homogeneidade

O teste de homogeneidade foi executado no dia
30/04/2009, no laborat6rio de residuos de agrotdxicos do
INCQS e a homogeneidade foi avaliada através de medicGes

analiticas realizadas em duplicatas (A e B) genuinas de 10
(dez) itens de ensaio, separados aleatoriamente, do
candidato a MRC. A Tabela 2 apresenta os resultados
obtidos nas analises cromatograficas.

Tabela 2 — Resultados, em mg/kg, das analises do estudo de homogeneidade.

Item de Trifluralina Oxifluorfem Clorpirifos Fenitrotiona Permetrina

Ensaio A B A B A B A B A B
11 0,047 0,052 0,066 0,068 0,030 0,033 0,045 0,054 0,103 0,106
16 0,045 0,045 0,068 0,069 0,034 0,031 0,050 0,048 0,100 0,093
47 0,037 0,043 0,064 0,068 0,029 0,032 0,046 0,047 0,099 0,093
54 0,039 0,047 0,068 0,068 0,030 0,031 0,047 0,048 0,099 0,117
62 0,039 0,044 0,065 0,067 0,029 0,031 0,046 0,047 0,095 0,110
65 0,045 0,042 0,067 0,067 0,033 0,031 0,047 0,046 0,097 0,111
78 0,042 0,049 0,064 0,068 0,031 0,032 0,046 0,047 0,093 0,109
101 0,048 0,048 0,069 0,066 0,033 0,031 0,047 0,048 0,118 0,088
109 0,043 0,040 0,067 0,065 0,030 0,030 0,046 0,044 0,118 0,087
143 0,046 0,040 0,066 0,066 0,031 0,031 0,048 0,046 0,090 0,103

3.4. Estudo de Estabilidade

O estudo de estabilidade de longa duragdo visa
estimar as condi¢cGes de armazenamento nas quais a(s)
propriedade(s) certificada(s) do MRC se mantém. Neste tipo
de estudo, é estimada a validade do MRC.

Desta forma, a estabilidade de longa duragdo foi
avaliada na condigdo classica para armazenamento das
amostras que ¢ em ‘freezer’ sob temperaturas entre -10 a -25
°C durante o periodo de 1 (um) ano. Foram analisados 2
frascos em cada dia, preparados em duplicata. O estudo foi
realizado pelo método classico onde as amostras sdo
analisadas em dias diferentes.

Os valores utilizados na anélise de regressdo
correspondem aos valores médios obtidos em cada ponto no
tempo (dia de analise). Na Tabela 4 estdo apresentados 0s

resultados médios obtidos durante os dias de estudo pelo
INCQS/Fiocruz para o estudo de estabilidade da amostra.

A ISO Guide 35 [4], estabelece que a avaliacdo da
estabilidade do material seja realizada pela analise de
residuos da regressao linear e a analise de variancia
(ANOVA), que consiste em observar se a regressao linear
dos valores de concentracdo dos analitos ao longo do tempo
apresenta alguma tendéncia. Se a inclinagdo da reta ou a ndo
linearidade da mesma ndo forem significativas, ou seja, se a
concentragdo do agrotdxico ndo variar em fungdo do tempo,
0 material é considerado estavel. Considera-se estavel o
agrotoxico que apresenta o valor-P maior que 0,05 (95%),
indicando que a inclinagdo da reta da regressdo linear é
insignificante, podendo ser considerada igual a zero.

Tabela 3 — Resultados, em mg/kg, das analises do estudo de estabilidade.

Agrotdxicos

Dias Data da Andlise Trifluralina Oxifluorfem Clorpirifés Fenitrotiona Permetrina
[1 média [1 média [1] média [1] média [1] média
0 30/04/2009 g:gjﬁ 0,044 ggg? 0,067 8:821 0,031 8:83; 0,048 8:18; 0,102
20 20/05/2009 8:822 0,041 882; 0,067 8:8% 0,038 8823 0,056 81(1)2 0,109
27 27/05/2009 gggf 0,034 8822 0,056 8:8% 0,031 81813 0,044 852 0,130
34 03/06/2009 8832 0,032 8828 0,058 8:82; 0,032 8:832 0,045 83? 0,128
40 09/06/2009 8823 0,033 8828 0,058 8:82? 0,031 8:832 0,046 8131 0,134
48 17/06/2009 88% 0,036 8822 0,055 8:85? 0,029 8:822 0,043 85? 0,127
62 01/07/2009 8:822 0,045 8822 0,069 8:82‘5‘ 0,035 8:833 0,049 gﬂg 0,113
68 07/07/2009 gggg 0,053 8832 0,071 8:82‘;’ 0,036 8:832 0,046 833 0,104
144 21/09/2009 ggig 0,043 8:8;8 0,070 8:828 0,038 8822 0,051 8%2 0,119
270 25/01/2010 883; 0,038 8823 0,063 8:822 0,032 8:822 0,045 gzigg 0,106
384 20/05/2010 gggg 0,039 gggg 0,055 8:852 0,023 8838 0,040 8% 0,123




3.5 Caracterizacdo do MR

A forma de caracterizagdo escolhida para este
material foi através dos resultados de um ensaio de
proficiéncia.

Este Ensaio de Proficiéncia - 5 Rodada do Ensaio de
Proficiéncia para a Determinacdo de Agrotoxicos em
Alimentos [6] - foi promovido em parceria pela Diretoria de
Metrologia Cientifica e Industrial (Dimci) do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (Inmetro) e pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz).

Foram enviados dois itens de ensaio contendo, cada
um, cerca de 40 g da polpa de tomate congelada, sendo que
um deles continha a polpa fortificada com os agrotoxicos e
0 outro constituia-se na polpa isenta de agrotdxicos (branco
de matriz). Estes foram enviados por via aérea em uma
caixa de isopor devidamente lacrada, com gelo seco.

Participaram da etapa de caracterizacdo 10
Laboratorios Acreditados, além do Laboratdrio de Residuos
de Agrotoxicos do INCQS. Somente os resultados
satisfatorios foram considerados na determinagdo do valor
de caracterizagdo e do desvio padrdo robusto. As analises
foram realizadas entre os dias 12 de maio de 2009 e 12 de
junho do mesmo ano.

3.6 Incerteza do MRC

A Norma ISO 13528:2005 [7] é um documento
complementar & ISO/IEC GUIA 17043 [8] e fornece os
métodos estatisticos a serem empregados nos ensaios de
proficiéncia. Este documento descreve a andlise robusta
envolvendo o emprego da estimativa do algoritmo A para o
calculo do valor designado e desvio padrdo, além da
incerteza de caracterizacdo. O valor e a incerteza de
caracterizacdo deste MR foram calculados através da analise
robusta.

Assim, a incerteza de caracterizagéo, U, pode ser
representada pela variacdo dos resultados reportados pelos
laboratorios, ug, e foi calculada através do desvio padréo
robusto, s*, conforme Equacéo 1.

U, =u,==xs
WP Q

Onde: p é o numero de laboratérios que forneceram
resultados para o célculo do s’

O modelo basico para a avaliagdo da incerteza para o
MR deve incluir todos os fatores que contribuem
significantemente para a incerteza associada ao seu valor de
propriedade. Essas fontes de incerteza incluem a incerteza
do wvalor certificado obtido para o lote produzido
(caracterizagd0), as variacBes inerentes a falta de
homogeneidade entre as unidades, e as tendéncias
provocadas pela instabilidade do material ao longo do
tempo quando transportado e armazenado pelo usuério

Assim, podemos definir a incerteza combinada do
MR como (Equacéo 2):

e = Jum® + U Hup’ @)

&

Onde ¥« é a incerteza combinada do MR.
A incerteza expandida, que serd associada ao valor
de propriedade do MR, foi calculada multiplicando-se a

incerteza combinada, ¥z, pelo fator de abrangéncia k.
Assumindo a funcdo de distribuicdo dos resultados como
sendo uma distribuicdo normal, um fator de abrangéncia
k=2 pode ser definido para um nivel de confianca de 95 %.

4. RESULTADOS

A Tabela 4 apresenta os resultados dos valores de
referéncia e as incertezas da caracterizacdo dos agrotoxicos
deste estudo.

Tabela 4 — Valores de referéncia (mg/kg) e incerteza de caracterizagéo,

u(c).
. Valor de s* u(c) Contribuicédo

Agrotoxico .

Referéncia (mg/kg) (mgl/kg) (%)
Clorpirifés 0,0342 0,0073 0,0028 8,1
Fenitrotiona 0,0452 0,0034 0,0015 3,4
Oxifluorfem 0,0557 0,0099 0,0047 8,4
Permetrina 0,118 0,037 0,017 14,8
Trifluralina 0,0430 0,012 0,0054 12,5

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores de
propriedades que contribuiram para a certificacdo do
material INCQS-MRCO02 e as suas incertezas associadas.

Tabela 5 — Valores de referéncia, Vref, e incerteza expandida e incertezas
associadas. Valores em mg/kg.

Ag rotoxicos Vet Un) U U U d %

Clorpirifés 0,034  0,00059 0,0058 0,0028 0,013 38
Fenitrotiona 0,045 0,00088 00062 0,0015 0,013 29
Oxifluorfem 0,056  0,00063 0,011 0,0047 0,023 42
Permetrina 0,118 0,0027 0,018 0,017 0,051 43
Trifluralina 0,043 0,0016 0,011 0,0054 0,024 55

1 - O fator de abrangéncia para todos os agrotéxicos foi k = 2.

Foi estabelecido para esse Material de Referéncia um
prazo de validade inicial de 7 meses (a partir do dia 20 de
maio de 2010), quando armazenado entre -10 a -25 °C.
Contudo, 0o monitoramento da estabilidade do seu valor de
propriedade continuard em andamento e, caso o material
ndo seja instavel apds este prazo, 0 mesmo podera ser
prorrogado conforme os resultados dos estudos em
andamento.

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, foi demonstrado que
o material de referéncia (MR) de polpa de tomate, lote
INCQS-MRCO02, produzido no dmbito do projeto “Rede de
Deteccdo de Residuos e Contaminantes em Alimentos -
Capacitacdo de Laboratérios de Ensaio — RARCAL”, pode
ser considerado homogéneo e estavel para 0 seu uso como
Material de Referéncia Certificado (MRC).

A caracterizacdo desse Material de Referéncia foi
realizada a partir dos resultados reportados por 10
laboratérios e pelo INCQS em uma comparagdo
interlaboratorial. A fonte de incerteza identificada nesse
estudo que contribuiu de forma mais significativa na
incerteza final associada ao valor de propriedade, foi a
relacionada a instabilidade do material na condi¢do de
armazenamento.
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