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Resumo. A seguranca alimentar ¢ uma grande preocupagdo mundial e o monitoramento da
contaminagdo de alimentos e ragdes por residuos de agrotdxicos € implantando por diversos
paises, sendo um desafio para a metrologia quimica e garantia de qualidade. Para garantir a
rastreabilidade metrologica nas analises de residuos de agrotoxicos, devem ser usados
Materiais de Referéncia Certificados (MRCs) de solugdes de calibragdo, que nem sempre estdo
disponiveis. O uso de solugdes certificadas de agrotoxicos traz confiabilidade e
comparabilidade para os resultados analiticos. O Inmetro produziu gravimetricamente um lote
de lambda-cialotrina em acetronitrila (1267 + 29 pg.g”, k&=2) e um lote de carbofurano em
acetonitrila (1298 + 32 pg.g”', k&=2) e realizou estudos de caracterizagdo, homogeneidade e
estabilidade, disponibilizando os dois primeiros MRCs de agrotoxicos em solugdo produzidos
no Brasil.

Abstract. Food safety is a major concern worldwide and the food and feed monitoring
contamination by pesticide residues is implemented by several countries, being a challenge for
chemical metrology and quality assurance. To ensure metrological traceability in the analysis
of pesticide residues, Certified Reference Materials (CRMs) of calibration solutions must be
used, which are not always available. The use of certified pesticide solutions brings reliability
and comparability to the analytical results. Inmetro produced gravimetrically one batch of
lambda-cyhalothrin in acetonitrile (1267 + 29 pg.g™', &=2) and one batch of carbofuran in
acetonitrile (1298 + 32 pg.g”, k&=2) and performed characterization, homogeneity and stability
studies, making available the first two CRMs of pesticides in solution produced in Brazil.

1. Introducao

O agronegocio respondeu por mais de um quarto do PIB brasileiro em 2020, segundo a Confederagéo
da Agricultura e Pecuéria do Brasil (CNA), tendo um crescimento de 24,3% [1]. O uso de agrotoxicos
neste setor € alto, trazendo preocupag@o com a seguranca alimentar em todo o mundo. Os residuos de
agrotoxicos, também chamados de pesticidas, sdo substancias quimicas com risco de toxicidade, que
podem permanecer em alimentos para humanos ou animais ap0Os tratamento fitossanitario ocorrido
tanto no periodo de cultivo como apo6s a colheita.
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Para garantir que os produtos agricolas sdo seguros para o consumo, diversos paises implantam
programas de monitoramento ¢ estabelecem Limites Maximos de Residuos (LMR) de agrotdxicos ou
afins. No Brasil, estes limites sdo estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa). O valor do LMR depende da cultura agricola e é expresso em miligramas do agrotéxico por
quilograma do alimento (mg/kg). A Anvisa, em conjunto com o6rgdos estaduais e municipais de
vigilancia sanitdria e laboratdrios estaduais de satide publica, coordena o Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), um servigo para avaliar e promover a seguranga dos
alimentos em relagdo aos residuos de agrotoxicos. Os ultimos resultados do PARA sao de 2017-2018 e
somam quase cinco mil analises de 14 alimentos de origem vegetal. Nesse ciclo, 49 % das amostras
ndo apresentaram residuos de agrotoxicos. Das amostras restantes, 28 % apresentaram residuos com
concentracgdes iguais ou inferiores ao LMR e 23 % foram consideradas insatisfatorias, valor maior que
os 19,7 % de resultados insatisfatorios encontrados no ciclo anterior (2013 a 2015). Esses dados
demonstram a necessidade desse tipo de monitoramento feito pelo Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria [2, 3].

Para que os dados de residuos de agrotoxicos em alimentos obtidos por diferentes laboratorios
possam ser comparados entre si, as analises quimicas devem ser feitas em conformidade com a norma
ABNT NBR ISO/IEC 17025 [4] que requer o uso de métodos validados e de Materiais de Referéncia
Certificados (MRC). O MRC do agrotoxico puro ou em solucdo deve ser usado para fins de
calibragdo, garantindo a rastreabilidade metrologica da medigdo ao Sistema Internacional (SI). Porém,
atualmente a maioria dos MRCs para agrotdxicos precisa ser importada pelos laboratorios analiticos, o
que aumenta o custo do ensaio ¢ pode causar atrasos decorrentes da necessidade de licengas para
importagdo de substancias toxicas. Para iniciar a disponibilizagdo de MRC de solugdes de calibragio
de agrotoxicos no Brasil, o Inmetro produziu dois lotes em colaboracdo com laboratérios externos, um
de lambda-cialotrina e outro de carbofurano, ambos em acetonitrila.

A lambda-cialotrina € um piretréide sintético amplamente usado na agricultura para o controle de
pestes, insetos e ervas daninhas [5]. O carbofurano ¢ um dos pesticidas mais toxicos dentre os
carbamatos, usado para controlar insetos em uma ampla variedade de culturas agricolas, incluindo
batata, milho e soja, sendo um inseticida sistémico, o que significa que a planta o absorve pelas raizes,
e a partir dai a planta o distribui para os seus 6rgaos onde sdo atingidas as concentragdes de inseticida
[6].

O processo de certificacdo de um material de referéncia envolve a producédo, a caracterizagao dos
seus valores de propriedade, assim como estudos para avaliar a homogeneidade e a estabilidade desses
valores, que sdo caracteristicas chaves, uma vez que impactam na validade dos valores certificados e
suas respectivas incertezas [7]. Os lotes de solu¢des de lambda-cialotrina e de carbofurano foram
certificados seguindo os requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC 17034 [7] e do ABNT NBR ISO
Guia 35 [8], que incluiu o estudo de pureza dos padrdes de agrotoxicos por Ressonancia Magnética
Nuclear quantitativa (RMNq) e o preparo gravimétrico dos lotes, garantindo a rastreabilidade
metrologica, além de estudos de homogeneidade e de estabilidade de transporte e de armazenagem. A
caracterizacdo (atribuicdo do valor do MRC) foi estabelecida pelo preparo gravimétrico, com
checagem analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD).

2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes e padroes
O padrao de Lambda-cialotrina, fabricante Riedel de Haen, teve sua pureza (99,18 % % 0,60 %,
k=2) determinada no Inmetro através de Ressonancia Magnética Nuclear quantitativa de Hidrogénio
(RMNq de 'H). O padriio de carbofurano, fabricante Annapol, também teve sua pureza (99,99 % =
0,35 %, k=2) determinada no Inmetro através RMNq de 'H. A acetonitrila grau HPLC usada foi obtida
do fabricante Tedia.
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2.2. Preparo Gravimétrico das solugoes de agrotoxicos
Os padrdes de lambda-cialotrina e de carbofurano foram pesados separadamente em balanca

analitica de resolucdo 0,01 mg (Mettler Toledo) com auxilio de barcas de aluminio. Em funcdo da
carga maxima da balanca, o conteddo de cada barca foi entdo vertido para baldo volumétrico
previamente pesado em balanca analitica de resolucdo 1 mg (Mettler Toledo), sendo novamente
pesada a barca vazia (ap0s transferéncia). Foi adicionada acetonitrila em cada baldo, sendo novamente
pesada a massa da solugdo final. Cada bal&o foi homogeneizado por agitagéo.

2.3. Ampolagem dos lotes
Cada solucdo foi envasada em ampolas ambar de 2 mL com auxilio de um dispensador de liquidos
e posteriormente seladas em ampoladora da marca Bioscience, modelo Ampulmatic 10. Ap6s cada
envase foi testada a presencga de possiveis vazamentos através do acondicionamento das ampolas em
estufa a vacuo por 2 horas. O lote de lambda-cialotrina foi de 213 ampolas e o de carbofurano de 290
ampolas, cada um contendo aproximadamente 1,1 mL de solugdo.

2.4. Estudos de certificagdo

A caracterizagdo e os estudos de homogeneidade e estabilidade foram baseados no guia ABNT
NBR ISO Guia 35 [6]. Os valores da caracteriza¢do da lambda-cialotrina e do carbofurano foram
determinados pelo preparo gravimétrico de cada lote de MRC e confirmado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), utilizando calibracdo externa.

Para a lambda-cialotrina, tanto o estudo de estabilidade para o transporte quanto o estudo de
homogeneidade foram realizados por cromatografia a gas com detecgdo por captura de elétrons (CG-
DCE). A estabilidade para o transporte foi avaliada por 2 meses nas temperaturas de 4 e 50 °C. O
estudo de estabilidade de armazenamento foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de ultravioleta (CLAE-UV) na temperatura de -20 °C durante 7 meses.

Para o carbofurano, tanto o estudo de estabilidade para o transporte quanto o estudo de
homogeneidade foram realizados por cromatografia liquida com deteccdo por espectrometria de
massas em séric (CLAE-EM/EM). A estabilidade para o transporte foi avaliada por 2 meses nas
temperaturas de 4 e 50 °C. O estudo de estabilidade de armazenamento foi realizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) na
temperatura de -20 °C durante 182 dias.

3. Resultados e Discussao

3.1. Estudo de Homogeneidade

Para avaliagdo do grau de heterogeneidade do lote de lambda-cialotrina em acetonitrila, 10 ampolas
escolhidas aleatoriamente foram analisadas em condigoes de repetibilidade por CG-DCE no
INCQS/FIOCRUZ. As amostras foram divididas em duplicata verdadeira e injetadas em duplicata
obtendo, portanto, quatro resultados por ampola. A injecdo cromatografica das amostras foi feita de
modo aleatorio. Os resultados foram avaliados por modo relativo. Os valores de area da lambda-
cialotrina foram utilizados para o calculo da ANOVA. A intensidade do pico cromatografico e sua
area estdo relacionadas diretamente a quantidade de lambda-cialotrina na solucgdo, fornecendo uma
medida direta para avaliagdo da homogeneidade.

Para avaliagdo do grau de heterogeneidade do lote de carbofurano em acetonitrila, 10 ampolas
escolhidas aleatoriamente foram analisadas em condi¢des de repetibilidade por CLAE-EM/EM no
Laboratorio de Residuos de Pesticidas da FUNED. As amostras foram divididas em duplicata
verdadeira e realizada uma inje¢do cada, portanto, dois resultados por ampola. O estudo foi feito
utilizando a razdo de area entre o analito, carbofurano (transigoes m/z 222 > 165 e m/z 222 > 123), e 0
padrdo interno, carbendazim (transi¢des m/z 192 > 160 e m/z 192 > 132). Os valores da razdo de area
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foram utilizados para o calculo da ANOVA. A intensidade do pico cromatografico e sua area estdo
relacionadas diretamente a quantidade de carbofurano na solugdo, fornecendo uma medida direta para
avaliacdo da homogeneidade.

A Figura 1 mostra os resultados do estudo de homogeneidade de ambos os lotes, onde o eixo x
refere-se a distribuicdo das ampolas em ordem crescente de envase. Pode-se constatar que nao ha
tendéncias ao longo do envase em ambos os lotes.
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Figura 1. Resultados do estudo de homogeneidade das solugdes de agrotoxicos

A primeira avaliagdo estatistica para o lote de lambda-cialotrina foi para verificar se a
repetibilidade foi suficiente, sendo calculado S,, cujo valor foi 28949. Considerando uma incerteza-
alvo de 21500 (correspondente a 5 % do valor médio de area cromatogréafica), o valor de S, dividido
por V2 (para 2 aliquotas por frasco) foi maior que a terca parte da incerteza-alvo. Dessa forma,
considerou-se que 0 método ndo apresentou repetibilidade suficiente. Portanto, foi necessario o uso da
Equacdo 1, com os resultados da ANOVA (MQgentro = 8,38 x10% np=2, e GLmaqentro = 10). Para o lote
de carbofurano, foi calculado o S; de 0,0069 e considerando uma incerteza-alvo de 0,0227
(correspondente a 5 % do valor médio da razio de area cromatografica), o valor de S, dividido por v2
(duas aliquotas por frasco) foi menor que a terca parte da incerteza-alvo, portanto a repetibilidade foi
suficiente. Dessa forma, deveria ser considerado o valor de Sy, (Equagdo 2), porém com o resultado de
MQgentro S€Nd0 mMaior que MQenre, NA0 foi possivel calcular esse valor, assim foi necessario o uso da
Equagdo 1, para o calculo do u"p,.

/ /M ’
Wopp = Qdentro/no # 2/GLMQdentro =a-1

Spp = J(MQentre - MQdentro)/nO Eq_2

O resultado da incerteza atribuida a heterogeneidade entre frascos para a lambda-cialotrina foi de
13689 (u'pp,), correspondente a 3,18 % do valor médio dos dados do estudo. O resultado da incerteza
atribuida a heterogeneidade entre frascos para o carbofurano foi de 0,0033 (u’bb), correspondente a
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0,72 % do valor médio dos dados do estudo. Por se tratarem de solu¢des inerentemente homogéneas, a
variacdo intra-frasco ndo foi considerada para a incerteza de cada valor certificado.

3.2. Estudo de Estabilidade

Para simulagdo do transporte do MRC, as temperaturas avaliadas no estudo de estabilidade de
transporte foram 4 °C e 50 °C por 60 dias, em modelo is6crono, sendo a temperatura de referéncia de
-20 °C. As amostras de lambda-cialotrina foram analisadas em condig¢des de repetibilidade em método
de CG-DCE pelo INCQS/FIOCRUZ e as ampolas de carbofurano em método de CLAE-EM/EM pelo
Laboratorio de Residuos de Pesticidas - SQ / Fundacao Ezequiel Dias - IOM. Os valores de area foram
utilizados para o calculo da regressao linear para a lambda-cialotrina. Os valores de razdo de area
foram utilizados para o calculo da regressdo linear para o carbofurano, usando o carbendazim como
padrédo interno.

As Figuras 2 e 3 mostram os resultados do estudo de estabilidade de transporte para a lambda-
cialotrina e o carbofurano a 4°C e 50 °C. Em ambos o0s casos, as inclinagcbes ndo foram
estatisticamente consideradas diferente de zero, ou seja, 0s materiais podem ser considerados estaveis
e o transporte dos mesmos pode ser considerado seguro em temperatura ambiente ndo ultrapassando

50 °C por até 60 dias para a lambda-cialotrina e até 50 °C por até 45 dias para o carbofurano.
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Figura 2. Resultados do estudo de estabilidade de transporte a 4°C das solugdes de agrotoxicos
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Figura 3. Resultados do estudo de estabilidade de transporte a 50°C das solugdes de agrotoxicos
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Para avaliagdo da estabilidade do material de lambda-cialotrina em condi¢des de armazenamento
foi realizado o estudo na temperatura de armazenamento de -20 °C, pelo método classico, em
condi¢des de reprodutibilidade por 7 meses, sendo os ensaios realizados pela técnica de CLAE-UV no
Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria de MG (LFDA-MG). Em cada tempo de estudo, dois
frascos foram analisados em quatro replicatas cada. Os resultados foram avaliados por normalizagdo
de areas a 201 nm, sendo expresso o percentual da area do pico correspondente a lambda-cialotrina.
Para avaliagdo da estabilidade do material de carbofurano em condi¢des de armazenamento foi
realizado o estudo na temperatura de armazenamento de -20 °C, pelo método classico, por 182 dias,
sendo os ensaios realizados pela técnica de CLAE-DAD no Servigo de Residuos ¢ Contaminantes /
LACEN-PR. Em cada tempo de estudo, dois frascos foram analisados em duplicata de injegdo. Os
resultados foram avaliados por meio de normalizacdo de area, obtidas usando comprimento de onda de
202 nm. Tanto a lambda-cialotrina como o carbofurano possuem um grupo aromatico que absorve
radiagdo ultravioleta, sua degradacdo devera produzir picos de produtos de degradagdo que também
serdo detectados e podera diminuir as areas do composto principal, o que torna esse método
apropriado para avaliacdo da estabilidade. Na Figura 4, estdo os resultados do estudo de estabilidade
de armazenamento de ambos os lotes. A contribui¢do da incerteza padrao da instabilidade foi incluida
na incerteza dos MRCs, considerando a extrapolagdo da inclinagdo.
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Figura 4. Resultados do estudo de estabilidade de armazenamento das solu¢des de agrotoxicos

3.3. Caracterizagdo
Para obtencéo do valor gravimétrico de cada MRC foi utilizada a Equag&o 3, obtendo assim a fragdo

massica, w (ug/g), de lambda-cialotrina em acetonitrila e de carbofurano em acetonitrila, bem como
a incerteza associada ao preparo gravimétrico.

w =

6
((mFrasml+soluto_mFrascol)_(mFrasml apos esvaziar_ml-‘rascol))*EVSoluto*BuSoluto*P*lo

(((mFrascol+soluto _mFrascol) - (mFrascu 1 apés esvaziar —MFrasco1l )) *EVsoluto *BuSoluto) + ((mFrascoz+solvente —MFrasco2 ) *EVsolvente *BuSolvente)

(Eqg.3)

Onde:

m = massa

EV = Fator de evaporagio
Bu = Empuxo

P = Pureza do soluto
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Tanto para a lambda-cialotrina quanto para o carbofurano, o valor certificado foi definido como
sendo a respectiva fracdo massica na solug@o obtida através do preparo gravimétrico e correcao pela
pureza do agrotoxico determinada por RMNgq. O valor gravimétrico foi checado por CLAE-DAD
(valor analitico). Para verificar a equivaléncia entre os valores obtidos foi construido um grafico
contendo o valor gravimétrico e analitico, junto com suas respectivas incertezas, Figuras 5 e 6, onde
se pode observar a proximidade dos valores de fragdo massica bem como a sobreposi¢do dos valores
de incerteza.
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Figura 5. Comparagdo do valor gravimétrico e do valor analitico da solug@o de lambda-cialotrina
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Figura 5. Comparagdo do valor gravimétrico e do valor analitico da solugdo de carbofurano

3.4. Valores certificados dos MRCs

Os valores certificados com suas incertezas expandidas (U) para um nivel de confianga de
aproximadamente 95 % (k = 2) [9] estdo discriminados na Tabela 1. Para determinar a incerteza
expandida dos valores certificados de fragdo em massa foram avaliadas as contribui¢des da incerteza-
padrdo dos estudos de caracterizacdo, homogeneidade e estabilidade de armazenamento [6]. Para o
valor de concentracdo, além dessas fontes foi contemplada a incerteza da determinagdo da massa
especifica do material, que foi 0,782358 & 0,000035 (g/mL), k=2 para o MRC de lambda-cialotrina em
acetronitrila, e de 0,78248 £+ 0,00008 (g/mL), k=2, para 0 MRC de carbofurano em acetonitrila.
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Tabela 1. Valores de propriedade e incertezas expandidas dos MRCs de agrotdxicos em solugdo

Fracdo massica (ug.g™) Concentragdo (ug.mL™)
Lambda-cialotrina 1267 £ 29 991 + 23
Carbofurano 1298 + 32 1016 £ 25

4. Conclusoes

Foram produzidos e disponibilizados dois lotes de Materiais de Referéncia Certificados de agrotdxicos
em solucdo para serem usados como solugdo de calibracdo em métodos de analise de residuos em
alimentos. Os lotes de MRC de lambda-cialotrina em acetronitrila (1267 + 29 pg.g”', k=2) e de
carbofurano em acetonitrila (1298 + 32 pg.g”', k&=2) foram produzidos gravimetricamente e as purezas
dos padrdes solidos de partida foram determinados por Ressonancia Magnética Nuclear quantitativa de
Hidrogénio, garantindo a rastreabilidade metroldgica ao mol e kg, unidades do SI. Foram realizados
estudos de caracterizagdo (checagem analitica do valor gravimétrico), homogeneidade e estabilidade
de transporte e de armazenamento, conforme requisitos da ABNT NBR ISO 17034. Os MRCs podem
ser transportados a temperatura ambiente (méximo de 50 °C) por 60 dias para o MRC de lambda-
cialotrina e 45 dias para o de carbofurano. A temperatura de armazenamento ¢ de -20°C. Estes MRCs
podem ser adquiridos através do site do Inmetro (http://inmetro.gov.br/metcientifica/mrc.asp).

A certificacdo inicial desses dois MRCs demonstrou a viabilidade da colabora¢do do Inmetro com
laboratérios vinculados ao Ministério da Saude (MS) e ao MAPA para producdo nacional de MRCs
para agrotoxicos, disponibilizando os dois primeiros MRCs de agrotoxicos em solugdo produzidos no
Brasil. Esses MRCs poderdo ser utilizados tanto por laboratorios acreditados, de industria e de
autoridades sanitarias em analises de residuos de agrotoxicos, visando garantir a seguranca dos
produtos alimenticios para os consumidores.
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da homogeneidade e da estabilidade de transporte ¢ ao DVLSA - Servico de Residuos e Contaminantes /
LACEN-PR pelas analises da estabilidade de armazenamento.
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