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Resumo

O controlo oficial de residuos de pesticidas nos produtos de origem vegetal a disposi¢@o
do consumidor tem como objectivos a salvaguarda da satide publica e a disciplina dos
agricultores na utilizagdo dos produtos fitofarmacéuticos.

Os limites maximos de residuos (LMR) legislados sdao estabelecidos tendo por base as
praticas fitossanitarias necessarias para a protec¢ao das culturas, o consumo do produto
agricola e a toxicidade dos residuos para o consumidor. Com estes limites, pretende-se
também garantir a elimina¢do de entraves a livre circulacdo dos produtos agricolas nos
mercados, e proteger os interesses dos operadores econdomicos que respeitam os limites
maximos de residuos em vigor.

Habitualmente, os LMR encontram-se bem abaixo dos parametros toxicologicos, o que
constitui uma garantia adicional para o consumidor. Desta forma, quando a saude do
consumidor se encontra devidamente acautelada, a avaliacdo da conformidade com a
legislagdo tem um impacto predominantemente econdémico. A definicdo de critérios
objectivos de avaliagdo desta conformidade ¢ essencial para garantir a transparéncia na
gestdo destes interesses, de extrema relevancia soécio-econdmica. O conceito de
incerteza da medi¢ao, tal como definido no Vocabuldrio Internacional de Metrologia
[1], € a ferramenta de exceléncia para a comparacdo de resultados analiticos entre si e
com os respectivos limites legais. O destaque deste conceito na Norma ISO/IEC 17025
[2] representa a tomada de consciéncia a nivel mundial da sua relevancia.

Este trabalho apresenta um estudo de validagdo e quantificagao da incerteza da medig¢ao
para a determinagdo de residuos de pesticidas em uvas com vista a avaliar a adequacdo
do método analitico proposto para a avaliacdo objectiva da conformidade dos residuos.
A quantificacdo da incerteza da medicao foi realizada através da abordagem diferencial
[3, 4] que, ao envolver o desenvolvimento de um modelo detalhado do desempenho
analitico, permite a compreensao do método analitico do ponto de vista metrologico.

1 Introducao

A monitorizacdo de residuos de pesticidas em produtos de origem vegetal tem como
objectivos principais garantir a seguranca dos consumidores ¢ promover a disciplina na
utilizagdo dos produtos fitofarmacéuticos. No ambito da monitoriza¢do, os valores de
residuos quantificados sdo comparados com os limites maximos de residuos (LMR)



legislados, os quais, tanto quanto os conhecimentos cientificos disponiveis o permitem
afirmar em cada momento, garantem a satde do consumidor, geralmente com uma
grande margem de seguranca. Por outro lado, com aqueles limites pretende-se também
evitar quaisquer barreiras artificiais a livre circulacdo dos produtos agricolas no
comércio mundial, sob a alegagdo de ndo cumprimento dos LMR, problema este que
pode atingir grandes repercussdes economicas.

A aplicacdo do conceito de incerteza da medigdo, para além de constituir actualmente
um requisito da Norma ISO/IEC 17025 [2], reveste-se da maior importancia para a
comparag¢do dos resultados analiticos com os valores legais e com os resultados obtidos
por outros laboratorios, especialmente em caso de litigio entre Estados ou operadores
economicos.

Apesar da sua importincia, sO recentemente comecaram a surgir estudos com vista a
quantificag¢do da incerteza associada aos resultados na area dos residuos de pesticidas. O
facto deve-se a complexidade dos métodos usados, habitualmente multi-analitos e
multi-matrizes, incluindo etapas de transferéncia de massa com desempenho
desconhecido e com recuperagdes intrinsecamente inferiores a 100%.

Com efeito, a abordagem designada por abordagem do GUM [5] ou por abordagem
“bottom-up”, que exige a quantificacdo de todas as fontes de incerteza isoladamente,
evidenciou grandes dificuldades quando aplicada a métodos analiticos complexos. A
abordagem conhecida como “top-down” [6], surgida em 1995, baseia-se em resultados
de ensaios interlaboratoriais e ¢ de aplicacdo muito mais simples; exige, no entanto,
informacao inter-laboratorial e apresenta a desvantagem de frequentemente subestimar a
qualidade da informagao produzida em cada um dos laboratorios participantes.

Mais recentemente, surgiu uma abordagem transversal, designada por Abordagem
Diferencial [3,4], a qual foi aplicada com sucesso a analise de residuos de pesticidas.
Baseando-se unicamente em informagdo intra-laboratorial, tem ainda a vantagem de
permitir estudar o desempenho das diversas etapas do método analitico.

O trabalho realizado baseou-se na aplicagdo desta abordagem a determinagdao de
residuos de pesticidas em uvas através de um método multi-residuos por cromatografia
de fase gasosa com detector de captura de electrdes (GC-uECD).

2. Método Analitico

Apo0s o processamento € homogeneizagao da amostra de uvas procede-se a medicao, por
peso, da toma analitica ou sub-amostra, m, (50,0+0,1 g) para um vaso de extraccao.

A toma analitica ¢ extraida com 100 ml de acetato de etilo na presenga de 60 g de
sulfato de s6dio num macerador de alta velocidade durante 2 minutos. Este sal ¢ usado
para a remocao da agua da amostra. Posteriormente, separa-se o extracto da fraccao
solida da extracgdo através de uma filtracdo a pressdo reduzida, e transfere-se este para
uma proveta graduada. O volume de extracto recolhido, V;, ¢ medido na proveta e uma
frac¢do deste volume V;—V, (em que V>=V;/2 é o volume remanescente) ¢ transferida
para um baldo de fundo redondo que ¢ acoplado a um rotavapor, com uma pressao de
0,2 bar e um banho aquecido a 40 °C, até a secura. O remanescente da evaporagdo ¢
retomado com 10 ml, V3, de uma mistura de acetato de etilo/ ciclohexano (1+1)(V/V).
Uma fraccdo de 5 ml, V,, deste volume ¢ eluida numa coluna de cromatografia de
permeacao em gel (GPC) e a fracc¢do recolhida transferida quantitativamente para um
baldo que ¢ acoplado a um rotavapor, com uma pressao de 0,2 bar e um banho aquecido
a 40 °C, até a secura. O remanescente € retomado com 5 ml, Vs, de acetato de etilo.

O extracto final ¢ caracterizado relativamente a presenga dos diversos analitos, apds
uma dilui¢do de, pelo menos, 10 vezes (V4/V; = 1/10), por cromatografia em fase gasosa



com detector de captura electronica. Sempre que as amostras sdo alvo de diluigdes
superiores ao descrito, estas operagdes sdo efectuadas com extracto de uvas, sem niveis
detectaveis de analito, de forma a manter constante a concentracdo da matriz nas
solugdes. A calibragdo analitica dos cromatdgrafos ¢ efectuada com solucdes padrao
com matriz ajustada (i.e., preparadas sobre extractos de uvas). O teor estimado do
analito no extracto, Cgy, ¢ calculado com base no teor Cjp, obtido por interpolagdo do
seu sinal na curva de calibra¢do e na pureza, Pur, do padrdo quimico usado (i.e., Co; =
Cip x Pur; em que Pur é expresso em fraccao de massa).

A Equacio | representa o teor da amostra, CSC, (em pg kg™') corrigido em termos da
exactiddo das etapas analiticas, estimado a partir do método analitico descrito
considerando a dilui¢do do extracto final de Vs para V.

FMTS XI/I XI/; XVS >(V7 XCIQ

CSC =
mX[Vl—Vz]XV4XV6 (1

em que Frs representa o factor de correc¢do da exactiddo associada & combinacgdo da
extrac¢do, filtragdo, purificacdo e evaporagdes do extracto (designadas por Etapas de
Transferéncia de Massa), € Vji=; 4 7 sd0 expressos em ml, m em g e Cp; em pg ],Ll'l.

3. Quantificacao da Incerteza da Medicao

A Abordagem Diferencial para a quantificagao da incerteza da medigdo baseia-se na
divisdo do método analitico em etapas analiticas simples, descritas por modelos bem
estabelecidos, e etapas complexas, com desempenho desconhecido, € na comparacao da
precisdo intermédia do método analitico com a combinagdo da incerteza associada as
etapas analiticas simples que afectam a precisdo estimada do método, com vista a
estimar, por diferenca, o desempenho das etapas analiticas complexas isoladamente.
Posteriormente, as fontes de incerteza estudadas sdo combinadas com as fontes de
incerteza nao consideradas no estudo experimental, recorrendo a modelos bem
estabelecidos, produzindo um modelo detalhado do desempenho analitico.

As etapas analiticas simples consideradas neste estudo sdo as gravimetrias (toma de
amostra e de substancia de referéncia), volumetrias e quantificagao instrumental.

As fontes de incerteza consideradas nas gravimetrias e volumetrias sdo as descriminadas
no Guia da Eurachem [7] sobre quantificagdo da incerteza da medigao.

A incerteza associada as volumetrias V; e V), realizadas com a mesma proveta estd
correlacionada considerando a componente associada a calibragdo do material
volumétrico [8].

A incerteza associada a quantificacao do extracto da amostra, por GC-uECD, resulta da
combinagdo da incerteza associada a interpolacdo do sinal da amostra na curva de
calibracao e a preparacao dos padrdes de calibragdao. A primeira ¢ estimada pelo modelo
de regressao paramétrico linear ponderado validado recorrendo a uma metodologia
baseada em testes de homogeneidade de variancia e de qualidade de ajuste [9], e a
segunda ¢ funcdo da pureza da substancia de referéncia e das gravimetrias e volumetrias
envolvidas na preparagao das solucdes de calibragdo [10].

As etapas analiticas complexas do método analitico estudado sdo a extrac¢ao, filtracao,
GPC (purificacdo) e evaporagdes. O desempenho da combinacdo destas etapas
analiticas foi estimado por diferenca considerando a comparacao do desvio padrao que
quantifica a precisao intermédia do método com a combinagdo da incerteza associada as
etapas analiticas simples que afectam a precisdo estimada experimentalmente. A relagdo



matematica usada para estimar estas fontes de incerteza baseia-se na lei de propagagao
de incerteza [2].

4. Resultados e Conclusées

Neste trabalho estudou-se a quantificacdo em uvas dos pesticidas, bromopropilato,
metidatido, permetrina, procimidona, tetradifdo e vinclozolina e do metabolito
heptacloro endo-epoxido. A Tabela 1 apresenta os factores de correc¢do da exactidao,
Fuyrs, das etapas de transferéncia de massa estimados (MTS) e as correspondentes
incertezas padrdo, uyrs, juntamente com a variacdo estimada da recuperacdo destas
etapas analiticas considerando um nivel de confianca de aproximadamente 95 %.

Tabela 1: Parametros de desempenho das etapas de transferéncia (MTS) estimados para
diversos analitos.

Limite de Recuperacdo das MTS

(n.c. ~95 %)
Analito Furs UMTS Limite superior  Limite inferior
Bromopropilato 1,35 0,14 93 61
Heptacloro endo-epoxido 1,39 0,15 91 60
Metidatido 1,35 0,19 103 58
Permetrina 1,28 0,12 97 66
Procimidona 1,34 0,18 101 59
Tetradifdo 1,34 0,16 98 61
Vinclozolina 1,34 0,14 95 61

O modelo desenvolvido foi aplicado com sucesso a andlise de diversas amostras
fortificadas com diferentes teores de residuos daqueles analitos. A comparagao dos
resultados estimados com incerteza, corrigidos em termos da exactidio do método
analitico, com o teor esperado das amostras apresentou taxas de sucesso (i.e., razao
entre resultados equivalentes ao esperado e ensaios realizados) equivalentes aos niveis
de confianca estudados, designadamente 95 e 99 %.
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