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Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ)
de métodos para andlise de residuos de pesticidas
em determinada matriz sdo essenciais para o
estabelecimento da capacidade analitica na
determinagdo qualitativa e quantitativa de tracos de
substancias quimicas embutidos na mesma. A
determinacdo desses limites em uma matriz exige
a conducdo de ensaios experimentais com a
proposicdo dos LQ e LD em niveis de concentracdes
que atinjam a sensibilidade a que o método se
propde. Em analise de residuos de pesticidas em
alimentos, os Limites Maximos de Residuos (LMR)
permitidos para cada tipo de cultura estabelecidos
pela ANVISA (mg/kg de peso da matriz) podem
constituir pardmetro inicial. Neste estudo,
apresentou-se metodologia para a determinacédo
desses limites em mac¢d para os seguintes
pesticidas organohalogenados: clorotalonil,
captana, dicofol, endossulfam I, endossulfan II,
endossulfan sulfato e vinclozolina. Os resultados
de LD e LQ do método ensaiado para a exatidao
(RM% = 64% a 127%) e precisdo (CV% = 2,11% a
12,55%) enquadraram-se nos valores indicados na
literatura para considerar tais pard@metros como
validados. Além disso, a metodologia empregada
demonstrou capacidade para atingir valores de LQ
e LD em concentracdes abaixo dos recomendados
pela legislacdo com a utilizacdo de técnicas
analiticas alternativas (CG/ECD/ECD) para a
confirmacado dos resultados.
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1INTRODUCAO

Em analise de residuos de pesticidas, a determinagéo do limite de detecgdo do método (LD)
representa a mais baixa concentracéo do analito em exame na relacéo ingrediente ativo: matriz que
pode ser detectada com certa confiabilidade utilizando determinado procedimento experimental. Ja a
determinacdo do limite de quantificacdo (LQ) representa a mais baixa concentracdo que pode ser
identificada e quantificada em determinada matriz com certo limite de confiabilidade, geralmente entre
95% e 99%. As duas determinacgdes correspondem a testes limites que especificam se os pesticidas
em exame estdo ou ndo acima ou abaixo de determinado valor (expresso em mg/kg da amostra),
sendo que a precisdo e a exatiddo das determinacdes também devem ser registradas para que o
método seja validado (SCHARTZ e KRULL, 1998).

Para a validagdo dos niveis dos limites de deteccéo (LD) e de quantificacéo (LQ) de qualquer
pesticida, certo nimero de amostras fortificadas com os compostos de interesse deve ser analisado
proximo ao nivel de concentragao desejado (geralmente préximo ao menor ponto da curva de calibragdo)
em que sera possivel detectar e/ou quantificar os analitos (THIER e ZEUMER, 1987; EUROPEAN
COMISSION, 2000a). Para a determinagdo dos valores da concentragdo dos limites de detecc¢éo (LD)
e quantificacéo (LQ) a serem analisados, as concentracdes dos pesticidas sédo calculadas como se
estivessem em determinada amostra (expressas em mg de pesticida por kg da amostra), estabelecendo-
se os valores por convencdes descritas na literatura (THIER e ZEUMER, 1987; AOAC, 1993; ICH,
1996; RIBEIRO, 1997; CURRIE, 1999; EUROPEAN COMISSION, 2000a; ABNT, 2001; GARP, 2001;
BRITO et al., 2002).

A ICH (1996) e SCHARTZ e KRULL (1998) reconhecem a convencgéo sinal: ruido 3:1 e 10:1
para as determinagfes dos LD e LQ, respectivamente, utilizada para as técnicas cromatograficas que
apresentam a linha de base do solvente. Também indicam as seguintes alternativas para a determinagdo
dos LD e LQ: métodos visuais ndo-instrumentais e média dos LD e LQ calculados. Nos primeiros
métodos podem ser incluidos os LD e LQ determinados por técnicas cromatograficas em camada
delgada (CCD) ou titulagdo. Os LD e LQ também podem ser calculados com base no desvio-padréo
(DP) daresposta e ainclinagao (1) da curva de calibracdo (média de 3 curvas), obtidos em ensaios de
recuperagdo em niveis préximos ao LD e LQ a partir das equagfes 1 e 2:

LD =3,3 DP/ 1 (equacéo 1)

LQ =10 DP/I (equacéo 2)
Em que:

DP = estimativa do desvio-padréo da resposta ou do branco instrumental (3 curvas);
| = Inclinagdo ou coeficiente angular da curva analitica.

A estimativa dos limites por meio da curva é em geral utilizada para andlise de solugées-
padréo e esta relacionada com ruidos instrumentais. Em alguns métodos, o valor do sinal e o desvio-
padrdo podem variar bastante para a amostra em branco e a amostra testemunha que apresenta
muitos interferentes.

Com o objetivo de demonstrar a determinagdo dos LD e LQ de alguns pesticidas organohalogenados
para processos de validacdo em uma matriz utilizou-se o método de sinal: ruido e escolheu-se o detector
de captura de elétrons (ECD) pela sua maior sensibilidade frente a esses tipos de compostos.

2 MATERIAL E METODOS

Macas orgéanicas, previamente analisadas e isentas de qualquer tipo de residuo quimico que
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pudesse interferir nas andlises, foram utilizadas como matriz para os ensaios da determinagédo dos
limites de detecc¢do LD) e quantificacdo (LQ) neste estudo.

2.1 SISTEMA DE CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA (CG/ECD/ECD)

O sistema cromatografico utilizado para a condu¢éo dos ensaios consistiu de cromatdgrafo a
gas, marca Varian (modelo CP 3800), equipado com amostrador automatico, acoplado simultaneamente
a duas colunas de diferentes polaridades para confirmag&o dos resultados e dois detectores de captura
de elétrons (CG/ECD/ECD), construidos com fonte radioativa de Ni,, sensivel a compostos
organohalogenados. As colunas utilizadas foram: CP Sil-8 de silica fundida, marca Chrompack, com
95% de dimetilpolissiloxano e 5% de fenil-dimetilpolissiloxano (30 m de comprimento x 0,32 mm de
didmetro x 0,25 um de espessura do filme) e CP Sil-9 de silica fundida, marca Chrompack, com 50%
de dimetilpolissiloxano e 50% de fenil-dimetilpolissiloxano (30 m de comprimento x 0,32 mm de
didmetro x 0,25 um de espessura do filme).

As condicGes cromatograficas empregadas foram: rampa - 100°C por 3 min; de 100°C a 180°C por
10°C/min; de 180°C a 250°C por 2°C/min, por 5 min = 51 min. Temperatura do detector de 300°C e
temperatura do injetor de 240°C. Usou-se como gas de arraste Nitrogénio 5,0 analitico para ECD, com
fluxo de 1,5 mL/min e modo de inje¢éo splitless. O volume da amostra injetado no cromatégrafo foi de 1 L.

2.2 COMPOSTOS ORGANOHALOGENADOS

Os compostos organohalogenados para a determinacéo dos limites de deteccéo (LD) e quantificagdo
(LQ) na matriz selecionada foram: clorotalonil, captana, dicofol, endossulfam I, endossulfam I, endossulfam
sulfato e vinclozolina. As estruturas quimicas dos compostos estdo demonstradas na Figura 1.

Para o estabelecimento das concentracfes a serem ensaiadas foram injetadas misturas
das solugdes dos pesticidas em concentragcdes minimas e conhecidas até a obtencédo de
cromatogramas com picos que resultassem na razdo sinal:ruido 3:1 e 10:1 para os limites de
deteccdo e quantificacéo, respectivamente (KEITH et al., 1983; RIBEIRO, 1997; CURRIE, 1999;
EUROPEAN COMISSION, 2000a).

2.3 FORTIFICACAO E EXTRAGCAO DOS PESTICIDAS
ORGANOHALOGENADOS

Com base nos valores das concentragBes dos pesticidas que resultaram em melhores
cromatogramas (relacdo sinal/ruido 10:1) estipulou-se a concentracdo dos pesticidas em
1LQ. Essa concentragéo foi proposta nos ensaios a serem conduzidos para verificagdo da recuperagao
dos pesticidas na matriz em niveis que satisfizessem os parametros de preciséo e exatiddo necessarios
(KEITH etal., 1983; ICH, 1996; RIBEIRO, 1997).

Para a conducéo dos ensaios foram fortificadas 5 replicatas de cada pesticida com a mistura
das solu¢Bes-padrao nas concentracdes propostas dos LQ mais 2 replicatas da testemunha (branco
+ macd), segundo recomendacdes do Guia para analise de pesticidas (EUROPEAN COMMISSION,
2000a). Para corre¢éo do efeito da matriz na linha de base dos cromatogramas, as fortificagdes com
a mistura dos padrdes foram feitas com a solucdo obtida pelo mesmo processo de extracdo da
testemunha, bem como a construgdo das curvas analiticas. Para a Unido Européia, o quantitativo do
efeito da matriz na linha de base n&o deve ultrapassar 30% do LQ dos pesticidas (EUROPEAN
COMMISSION, 2000a).

Para a extragdo dos pesticidas organohalogenados empregou-se o método multi-residuo, modelo
europeu (ZOONEN et al., 1996), utilizando 30 mL de acetona e 60 mL da mistura de diclorometano e
n-hexano (30:30).
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FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS ORGANOHALOGENADOS
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Nota: Nomenclatura quimica segundo a IUPAC.
2.4 DETERMINACAO DO LQ ESTATISTICO (LQE)

ApOs o processo de recuperacéao dos pesticidas pelo método de escolha calculou-se a média
das recuperacdes ( x ), o desvio-padrao ( s ) das quantidades recuperadas e o valor do LQ estatistico
(LQE), definido como 10 x s. Considerou-se o LQ proposto aceitdvel quando o valor foi maior ou igual
ao LQ estatistico (LQE) encontrado nos ensaios (KEITH et al., 1983).

Avaliou-se a exatiddo dos resultados pela média das recuperacdes (RM%) para verificar sua
proximidade com o valor real (AOAC, 1993), que dependendo da proximidade da concentragédo do
menor ponto da curva de calibragéo, as recuperacdes podem variar entre 60% e 140% (EUROPEAN
COMISSION, 2000a) e de 50% a 150% (USDA, 2002).

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de hipoteses, sendo estabelecida como
hipétese nula (H )=Rec. igual a 100% e como hipétese alternativa (H,)= Rec. diferente de 100% (BRITO
et al., 2003). Os valores das recuperacg6es foram submetidos a tratamento estatistico pelo teste de
Grubbs para identificac@o de possiveis outliers, sendo permitido no maximo 1 outlier para cada nivel
de fortificagdo no método para validagao dos parametros (EUROPEAN COMISSION, 2000a).

Para avaliar a precisdo foram calculados os coeficientes de variacao relativos (CV%), que
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segundo a literatura e os niveis de concentracao ensaiados devem ser inferiores a 20% (THIER e
ZEUMER, 1987) e as varia¢Bes compreendidas entre 16% a 23% (HARRIS, 2001; LEITE, 2002).
As equag0es 3 e 4 foram utilizadas para obtencdo da RM% e do CV%:

RM% = R1+R2+R3+R4+R5 x 100 (equacéo 3)
n

CV%= _s x 100 (equacao 4)
RM
Em que:
R1 + ... R 5 = soma das recuperacdes obtidas nas cinco replicatas;
RM = média das recuperacoes;
s = desvio-padrdo das recuperacoes;
n = nimero de replicatas ensaiadas.

Para a determinacdo média dos limites de detec¢édo e de quantificacdo do método foram
aplicadas as equacdes 5e 6 (THIER et al., 1987):

LDM = concentracdo do LQ x 3 DP (equacao 5)
RM

LQOM = concentracdodo LQ x 10 DP  (equacéo 6)
RM

Em que:

Concentracdo do LQ = concentragdo do LQ proposto para cada pesticida;
RM = médias das cinco recuperagoes;

DP = desvio-padrao obtido das cinco recuperacdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 constam as concentra¢@es dos pesticidas encontradas nos cromatogramas com a
relacao sinal/ruido 10:1 para os valores dos limites de quantificagdo (1LQ) propostos.

TABELA 1 - CONCENTRAGOES DOS PESTICIDAS PROPOSTAS
PARA A DETERMINACAODOLQ

Pesticida Nivel de concentracao LQ proposto
(mg/Kg) (mg/Kg)

Clorotalonil 0,02 1LQ
Captana 0,1 1LQ
Dicofol 0,1 1LQ
Endossulfam | 0,02 1LQ
Endossulfam 11 0,02 1LQ
Endossulfam sulfato 0,02 1LQ
Vinclozolina 0,02 1LQ
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As Figuras 2 e 3 mostram os cromatogramas obtidos com a amostra testemunha e 0s sinais

dos picos com a razdo 10:1 para a determinacéo das concentragfes dos pesticidas para o nivel de
1LQ proposto.

FIGURA 2 - CROMATOGRAMA DA TESTEMUNHA
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O cromatograma da testemunha (Figura 2) apresentou um pico no tempo de retencdo do
pesticida vinclozolina, tendo a sua integrac@o anulada pela quantificacdo dos pesticidas na curva de
calibragdo construida no extrato organico da testemunha.

A Tabela 2 demonstra as recuperacdes obtidas nas cinco replicatas no nivel 1 LQ proposto
com o valor calculado para o LQ estatistico (LQE), bem como o percentual médio das recuperagoes
obtidas (RM%).
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TABELA 2 - DEMONSTRATIVO DAS RECUPERACOES, RM, s, LQE
ESTATISTICO E % MEDIA DAS RECUPERACOES (%RM)

Pesticida Nivel R1 R2 R3 R4 R5 RM 5 LQE RM
() Kg) estatistico %

Claorotalanil aoz2 0018 0021 0022 0022 0021 0021 00012 12B-3 107
Captana 0.1 0114 0129 0123 0129 0129 0124 0,00681 B1E-3 127
Dicofol 0,1 0087 0078 0,083 0089 0,085 0088 00066 F.BE-3 aa

Endossulfarm | 002 002 oMz 0013 0012 0,013 0012 000043 40E-3 B4
Endossulfam Il 002 0014 0013 0,014 0017 0017 0015 0,0019 19E-3 7B

Endossulfam ao0z2 0,022 0022 0,020 0021 0,021 0021 000087 EO0E-4 108
sulfato

Yinclozolina ooz 00ms oo4 0,014 0014 0,014 0014 00003 30E-4 7O

R1,R2,R3,R4,R5 = recuperagdes obtidas nas analises; RM = média das recuperacdes; s = desvio-padréo; LQE
% RM = percentual médio das recuperagges.

e

estatistico

Como todos os valores de LQ estatistico (LQE) de cada pesticida ensaiado foram menores que
os LQ propostos inicialmente, esses poderao ser assumidos conforme a condicao pré-estabelecida
na metodologia utilizada (KEITH et al., 1983). A média das recuperac¢des dos pesticidas obtidas, entre
64% a 127%, também mostra a aceitabilidade da performance analitica do método multi-residuo utilizado
nos niveis de concentracéo ensaiados dos pesticidas, pois a literatura da area estabelece recuperagbes
entre 50% a 150% (USDA, 2002) e 40% a 160% (EUROPEAN COMMISSION, 2000b).

A Tabela 3 indica os limites de deteccéo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ) encontrados
para os pesticidas ensaiados em maca, além dos Limites Maximos de Residuos (LMR) permitidos
pela legislacdo em vigor (ANVISA, 2007).

TABELA 3 - LIMITES DE DETECCAO (LD), LIMITES DE QUANTIFICACAO (LQ),
LMR! DOS PESTICIDAS ORGANOHALOGENADOS EM MAGA

Pesticidas Limite de detecgio Limite de quantificacao LMRT

(my'kg) (myg/ky) (mg/ky)
Cloratalonil 0,005 000123 .001 1.0
Captana 0,03 00061 .. 008 25
Dicofol 003 O006E . 005 50
Endossulfam | om opood4 ooopz2 A
Endossulfam Il 0,005 00019 .00z A
Endossulfam sulfato 0,005 00008 . 0,01 A,
“inclozolina 0,005 00003 . 0,01 M A,

LMR! = Limites méaximos de residuos (ANVISA, 2007).

Os valores encontrados para LD e LQ foram arredondados para a 32 e 22 casas apos a virgula
para obtencédo de resultados com significado toxicologico (LEITE, 2002), bem como para o cumprimento
da legislacé@o (ANVISA, 2007).

Na Tabela 4 constam os resultados obtidos para a exatidao e precisdo dos ensaios.
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TABELA 4 —-DEMONSTRATIVO DA EXATIDAO E PRECISAO DOS ENSAIOS

Pesticida Nivel RM n 1 caivutads 5 cv

{myg kq) {myg kq) %
Claratalonil on2 ao0z215 5 24590 122E-4 556
Captana a 0,124 5 17,7922 5 16E-4 457
Dicofal a 00854 5 -35151 B GE-4 7 A8
Endossulfam | ooz o027 5 -33 5953 4 3E-5 341
Endossulfam Il on2 ao152 5 -5 0526 19E-4 1255
Endossulfam sulfato o002 00215 o 24590 E7E-5 S BR
Yinclozoling on2 ao140 5 -41,1034 29E-5 2,11

RM = Recuperagdo média; n = nUmero de amostras analisadas; t
de variagéo.

95% = 2,776; S = desvio-padrdo; CV% = coeficiente

tabelado

O teste t de Student aplicado mostrou a inexatiddo da recuperacdo média obtida para o
pesticida captana em que o valor dot foi superioraot . parao intervalo de confianca de 95%
(2,776) e 5 graus de liberdade. No entanto, isso ndo representou diferenga significativa nos niveis de
concentracdo ensaiados, uma vez que a sensibilidade do método atendeu aos critérios demonstrados
na Tabela 5 (EUROPEAN COMMISSION, 2000a).

calculado

TABELA 5—-CRITERIOS PARA ESTABELECIMENTO DO LQ SEGUNDO
A EUROPEAN COMMISSION, 2000a

LMR (mgyg/kg) *LQ (mg/kg)
> 0,1 = 0,1
0,1 = 0,05
0,05 =0,02
<0,05 =LMR x 0,5

LMR = Limite Maximo Residuo (EUROPEAN COMMISSION, 2000a); *LQ (mg/kg) = exceto quando o valor proposto for o LMR
(mg/kg).

Pela Tabela 5, e segundo os critérios da comunidade européia, os valores de LQ encontrados
para os pesticidas clorotalonil = 0,01 e dicofol = 0,05 foram ainda menores que os exigidos, 0s quais
poderiam ser < 0,1mg/kg para LMR > 0,1. Como foram encontrados valores de LQ menores que 0s
propostos, esses resultados também poderéo ser assumidos se apds reaplicacdo dos mesmos critérios
se obtiver a exatiddo e a precisdo necessarias para aceitacdo pela literatura como validados.

A determinacéo da precisdo do método foi avaliada pelo célculo dos coeficientes de variagdo
relativos das recuperacgdes (CV%), e os resultados enquadraram-se na faixa aceitavel para os niveis
de concentracao trabalhados segundo dados da literatura (THIER e ZEUMER, 1987; ZOONEN et al.,
1996; HARRIS, 2001; LEITE, 2002, CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2004). Entretanto, algumas
consideracdes devem ser efetuadas para diminuir as maiores fontes de incerteza de medicédo do
método. Um dos fatores mais importante nesse tipo de analise em que sdo injetadas amostras
consideradas “sujas”, uma vez que ndo séo realizadas as etapas de purificacdo das amostras antes
das injecdes, é o chamado efeito matriz. Devido & complexidade do binbmio principio ativo / matriz, os
co-extrativos da amostra podem vir a interagir no sistema cromatografico alterando a resposta do
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equipamento e provocando a super estimacgéo dos resultados. Esse fendmeno (carry over) se deve
possivelmente & impregnacao dos co-extrativos da matriz nos sitios ativos da coluna e/ou liners,
preenchendo todo o espaco que seria ocupado pelos radicais livres da substancia quimica em exame.
Assim, devido as sucessivas inje¢cdes, a quantidade do analito a ser determinada passa a ser cada vez
maior. Para a correcao e prevencao do efeito matriz deve-se utilizar testemunhas (branco + matriz) no
método e na construcdo das curvas analiticas para as determinacgdes dos quantitativos. Assidua
manutencao do sistema cromatografico (troca de septos e liners, verificagdo do tempo de uso das
colunas, ldmpadas dos detectores, qualidade dos gases, etc.) deve ser rigorosamente observada para
a obtencéo de constante resposta do equipamento e assim maior confiabilidade nas medidas realizadas.

Cabe ressaltar que com a utilizacdo de equipamentos e detectores de maior complexidade
(GC/MS e GC/MS/MS) como técnicas de confirmacao serdo determinados niveis de LD e LQ cada vez
menores, aumentando a capacidade analitica, a sensibilidade e a especificidade desse tipo de analise.

4 CONCLUSAO

Como todos os valores dos LQ estatisticos (LQE) resultaram abaixo dos valores de LQ propostos,
e de acordo com a condicao inicial pré-estabelecida, esses foram assumidos para todos os pesticidas
ensaiados segundo a metodologia utilizada. Os valores obtidos para a determinacdo dos limites de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) mostraram-se satisfatorios, uma vez que os resultados
encontrados para a exatiddo e precisdo do método multi-residuo empregado enquadraram-se no
proposito de validacdo desses parametros no método para andlise dos pesticidas na maca.

ABSTRACT

ESTABLISHMENT OF DETECTION AND QUANTITATION LIMITS INANALYSIS OF ORGANOHALOGENATE
PESTICIDES RESIDUES BY GAS CHROMATOGRAPHY

The detection (DL) and quantification limits (QL) of methods for pesticide residues analysis in a determined
matrix are essential for the establishment of analytical capacity in qualitative and quantitative determination
of traces of chemicals substances inherent. The determination of these limits in a matrix requires conducing
experimental assays using concentration levels of DL and QL that reach the sensibility of the method. In
pesticide residues analysis in food, the maximum residues limits (LMR) established for each culture by
ANVISA (mg/kg of matrix weight), can constitute an initial parameter. In this study, a methodology to determinate
these limits in apple were presented for the following organohalogenate pesticides: Chlorothalonil, Captan,
Dicofol, Endosulfan I, Endosulfan Il, Endosulfan sulfate and Vinclozolin. The results of DL and QL of the used
method for accuracy (RM%= 64% to 127%) and precision (CV%-= 2.11% to 12.55%), are within the values
found in literature to consider such parameters as validated. Besides, the used methodology demonstrated
capacity to reach values of QL and DL in concentrations below the recommended by brazilian legislation with
the utilization of alternative analytical techniques (GC/ECD/ECD) to confirm the results.

KEY-WORDS: LIMITS OF DETECTION; LIMITS OF QUANTIFICATION; PESTICIDES.
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