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1. Introducéo

Ensaio de proficiéncia (EP) é o uso de comparages interlaboratoriais com o objetivo de avaliar a
habilidade de um laboratorio em realizar um determinado ensaio ou medi¢cdo de modo competente
e demonstrar a confiabilidade dos resultados gerados. Em um contexto geral, o ensaio de
proficiéncia propicia aos laboratérios participantes: avaliacdo do desempenho e monitoracédo
continua; evidéncia de obtencéo de resultados confiaveis; identificacdo de problemas relacionados
com a sistematica de ensaios; possibilidade de tomada de a¢des corretivas e/ou preventivas;
avaliacdo da eficiéncia de controles internos; determinacdo das caracteristicas de desempenho e
validacdo de métodos e tecnologias; padronizacdo das atividades frente ao mercado e

reconhecimento de resultados de ensaios, em nivel nacional e internacional.

Com a crescente demanda por provas regulares e independentes de competéncia pelos
organismos regulatérios e clientes, o ensaio de proficiéncia é relevante para todos os laboratérios
gue testam a qualidade de produtos. Embora o nUmero de provedores de ensaios de proficiéncia
na area de alimentos seja grande, principalmente de provedores internacionais, 0s custos
cobrados para a participacdo nestes ensaios sdo, normalmente, muito elevados, o que inviabiliza,

em muitos casos, a participagdo de um laboratério em um nimero maior de ensaios.

Uma avaliagdo dos niveis residuais de agrotoxicos em produtos hortifrutigranjeiros €
extremamente importante para referenciar os produtores quanto as boas préaticas agricolas e,
caso estas ndo estejam sendo seguidas, permitir a tomada de medidas preventivas e de controle
antes que residuos destes contaminantes quimicos afetem o meio ambiente e a saude da
populagdo ou causem graves perdas econdmicas. Por ser muito elevado o numero de agrotoxicos
utilizados nos alimentos, por se encontrarem em concentracbes muito baixas (da ordem de
mg/kg), e também poderem estar presentes em uma grande variedade de matrizes, cada uma
com suas particularidades, a identificacdo e a quantificacdo destas substancias nos alimentos
torna-se extremamente complexa, ndo obstante, a exigéncia no mercado internacional, com 0s

niveis de residuos de contaminantes cada vez menores, é crescente.

Esta 22 Rodada do Programa de Ensaio de Proficiéncia para a Determinacdo de Agrotoxicos em
Alimentos foi promovida pela Diretoria de Metrologia Cientifica e Industrial (Dimci) do Inmetro e
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fiocruz, para andlise de

residuos de ditiocarbamatos Tiram em polpa de manga.

Dezesseis laboratérios se inscreveram nesta 22 Rodada do Programa e doze enviaram os
resultados. Este relatério apresenta o resultado final da avaliacdo do desempenho dos

laboratérios participantes, a metodologia utilizada e o procedimento da andlise estatistica usado.
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2. Obijetivos

O objetivo deste ensaio de proficiéncia é fornecer aos laboratérios participantes uma ferramenta

efetiva para verificar sua competéncia na medi¢cdo dos fungicidas pertencentes a classe dos

ditiocarbamatos, em polpa de manga, utilizando suas metodologias de rotina. Este EP também

contribui para:

monitorar o desempenho continuo dos laboratérios de analise de residuos de agrotéxicos em
alimentos;

identificar problemas na metodologia aplicada pelo laboratério participante e iniciar acbes
corretivas;

aumentar a confianca nos resultados das medicfes dos laboratérios participantes;

apoiar os laboratérios na solicitacdo da acreditacdo ou sua manutencdo segundo a
NBR ISO/IEC 17025.

Preparo e envio das amostras
3.1. Preparo da Polpa de Manga

As amostras de manga foram adquiridas em mercado da cidade do Rio de Janeiro, e apos
determinagdo analitica verificou-se a auséncia de residuos de agrotoxicos da classe dos

ditiocarbamatos, sendo esta polpa considerada adequada a fortificacdo com agrotdxicos.

A manga foi cortada em cubos - com casca, triturada em liquidificador e homogeneizada. A
polpa de manga resultante foi dividida em aliquotas de aproximadamente 100g, que foram
transferidas para frascos de plastico e identificados como amostra 1 e amostra 2. A seguir, 0s
frascos foram armazenados em freezer (-15°C) até o momento de serem enviadas aos

laboratérios participantes.

3.2. Preparo da Solucéo de Tiram

A solucdo de Tiram foi preparada, segundo as boas praticas de laboratorio, em alcool etilico
Omnisolv, a partir do padrao de agrotoxico Dr. Ehrenstorfer (RFA) (17570000), com certificado
de andlise e pureza declarada de 97,5%. Foram preparados 100 mL da solucdo, que apos
diluicdo, foram distribuidos em porgées de 5 mL em ampolas de vidro a&mbar, sendo, sob
refrigeragéo, seladas e etiquetadas como amostra 1 e amostra 2. A seguir, as ampolas
também foram armazenadas em freezer (-15°C) até o momento de serem enviadas aos

laboratérios participantes.

3.3. Homogeneidade e Estabilidade da Solugédo de Tiram

Foram separadas, aleatoriamente, 20 ampolas representativas do lote da solu¢cdo de Tiram
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para o teste de homogeneidade e 10 ampolas de Tiram para o teste de estabilidade. As
analises laboratoriais foram realizadas no laboratério de residuos de agrotoxicos do
INCQS/FIOCRUZ, utilizando a metodologia Keppel, onde todos os ditiocarbamatos presentes
na amostra sao analisados como CS,. Os testes estatisticos foram feitos segundo a 1SO
GUIDE 35.

3.4. Envio das Amostras

Para cada laboratério participante foi enviado:
- duas ampolas (1 e 2) contendo a solugdo de Tiram;

- dois frascos (1 e 2) contendo a polpa de manga congelada

Estas amostras foram acondicionadas em uma caixa de isopor com gelo seco e depois a caixa

foi devidamente lacrada. As instrugcdes de uso foram enviadas juntamente com as amostras.

Andlise dos Resultados
4.1. Resultados das medi¢bes dos laboratérios

No formulério de registro dos resultados, os laboratérios participantes informaram os seguintes
dados relativos ao ensaio de determinacdo de ditiocarbamatos na polpa de manga: a massa
da polpa de manga medida em gramas, o volume do baldo de diluicdo em mL, o fator de

diluicdo e a concentracdo de CS,em pg/mL.

De forma a harmonizar os resultados emitidos e poder interpreta-los, os organizadores desta
rodada fizeram o calculo da concentracdo enviada pelos participantes em ug/mL CS, para

mg/kg, utilizando uma massa de amostra de 100g, através da seguinte equacao:

mglkg de CS, = pg/mL de CS, x volume do baldo de diluicéo (mL) x fator de dilui¢do 1)
massa da amostra (g)

4.2. Valor designado

Através de um consenso, a Coordenagdo do programa deste Ensaio de Proficiéncia e o
Laboratério Pesticide Analysis Group, Food Inspection Service (VWA/KVW) -
Amsterdan/Holanda decidiram adotar como valor designado aquele oriundo do calculo da
estatistica robusta apresentado na Norma ISO 13528, que é uma norma especifica de

métodos estatisticos para uso em EP por comparacdes interlaboratoriais.

Para o calculo do valor designado, foi feita uma avaliacdo considerando os valores obtidos

pelo INCQS, pelo VWA/KVW e aqueles emitidos pelos laboratérios participantes.
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O valor designado empregado neste EP foi calculado segundo procedimento estatistico
descrito no item 4.3.5. O valor designado empregado no presente estudo foi 0,3771 mg/kg de

CS, com desvio padrdo de 0,0931.

4.3. Analise Estatistica

Neste tépico estdo descritas as analises estatisticas utilizadas para a avaliacdo da
homogeneidade e da estabilidade das amostras, assim como para a avaliagdo do

desempenho dos laboratorios participantes.

4.3.1. Andlise de Variancia

A andlise de variancia (ANOVA) é uma ferramenta estatistica que, dentre outros objetivos,
€ utilizada para estimar as diferentes causas de variagdo nos resultados analiticos. A ISO
GUIDE 35 recomenda a utilizagdo da analise de variancia fator unico para estimar a
homogeneidade de uma amostragem, assim como para estimar a variancia dos valores
utilizados na regressao linear do estudo de estabilidade. A ANOVA foi utilizada para a

avaliacdo da homogeneidade das solugfes de Tiram.

4.3.2. Andlise de Residuos

A andlise de residuos foi empregada para avaliar a estabilidade da solucdo de Tiram
durante a realizacdo do Ensaio de Proficiéncia. A andlise de residuos consiste em
observar se a regressao linear dos valores de concentragédo apresenta alguma tendéncia.
Caso a inclinacdo da reta ou a nao-linearidade nao forem significativas, a solugcédo é

considerada estavel.

4.3.3. Repetitividade

A repetitividade dos dados enviados pelos laboratérios participantes foi avaliada a partir do

calculo do coeficiente de variagdo (CV) segundo a equacgao 2:

CV = = x100 )
X

onde: X é a média da concentraco; s é o desvio padrdo do laboratério.

Segundo o Codex Alimentarius (Alinorm 03/24A), o CV deve ser < 15%, para andlises de
residuos de agrotoxicos em alimentos fortificados antes da extracdo e em niveis de

concentracao > 0,1mg/kg e <1 mg/kg.

4.3.4. Indice z

Para a qualificacdo dos resultados dos laboratorios, o indice z (z-score) foi calculado

representando uma medida da distancia relativa do resultado da medicdo do laboratério
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em relacdo ao valor designado do ensaio de proficiéncia. O indice z € calculado conforme

apresentado na equacéo 3.

Z, = % (3)

Onde: y; representa o valor do laboratério participante, y,es representa o valor designado e s

0 desvio padrao.
A interpretagdo do valor do indice z esta descrita abaixo:

|z] < 2 - Resultado satisfatorio
2 <|z] £ 3 - Resultado questionavel

|zl > 3 - Resultado insatisfatorio

4.3.5. Andlise Robusta

A Norma ISO 13528 é um documento complementar a Norma 1SO GUIA 43 e fornece os
métodos estatisticos a serem empregados nos ensaios de proficiéncia. Este documento
descreve a analise robusta envolvendo o emprego da estimativa do algoritmo A e S para o
célculo do valor designado e do desvio padrdo a serem usados no EP, sendo

representados COmMOo NOVo X* e Novo S*, respectivamente.

Inicialmente, todos os valores objetos da analise (valores enviados pelos laboratérios
participantes) foram colocados em ordem crescente e calculada a média (x) e o desvio
padréo (s), a seguir os novos valores de x* e s* foram calculados, conforme as equagdes 4
e 5.

x* = mediana de x; 4)

s* = 1483 x med|xi - x*| (5)
Onde: med é a mediana; x; sdo todos os valores de concentracéo.
Em seguida, foi calculado o valor de F;segundo a equacdo 6, e a partir da estimativa de Fi,

calculou-se o novo valor superior, N0 caso a concentracao superior, e o novo valor inferior,

concentracao inferior, através das equacoes 7 e 8.

Fi=15s* (6)
Novo Valor Superior= Novox* —F, (7)
Novo Valor Inferior = Novox* —F, (8)
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Os novos valores, superior e inferior, foram comparados a cada um dos resultados
individuais dos laboratorios participantes, e 0os que estavam acima do valor superior ou
abaixo do valor inferior foram descartados, ou seja, foram considerados valores dispersos
ou discrepantes. Este procedimento compreende a um ciclo ou ciclo 0.

Iniciou-se um novo ciclo, a partir do calculo da média (x*) e do desvio padrdo (s*) dos
novos valores encontrados, e a seguir calculou-se o novo desvio padréo (s*). O novo valor

de s* foi calculado pela equacéo 9:
s* = 1134 s )

Em seguida, calculou-se novamente o valor de F;, 0os novos limites superiores e inferiores,
conforme descrito, respectivamente, nas equacdes 6, 7 e 8 e descartou-se os valores

discrepantes. Este procedimento corresponde a outro ciclo ou ciclo 1.

O ciclo é reiniciado até o momento em que os valores da nova média (x*) e do novo desvio
padrdo (s*) convergirem, ou seja, até que ndo haja nos ciclos, diferenga entre eles. Neste
momento o ciclo é finalizado e os novos valores de x* e s*, que sdo os valores da média e
do desvio padréo a serem utilizados no EP para o calculo do indice z, passam a ser

considerados.
5. Resultado dos Estudos de Homogeneidade e Estabilidade

5.1. Estudo de Homogeneidade

O estudo de homogeneidade da amostra € um dos fatores preponderantes para a garantia das
propriedades fisico-quimicas do material a ser estudado, onde o resultado final é obtido a
partir do calculo da comparacdo das médias tanto entre as ampolas quanto para cada ampola,

através da analise de variancia.

A Tabela 1 apresenta o resultado do estudo de homogeneidade das ampolas, de tiram,

realizado no mesmo dia e em dias diferentes.

Tabela 1: Andlise de variancia para verificagdo da homogeneidade da solu¢éo de Tiram.

Fonte de variacéo SQ gl MQ F Valor-P Feritico
Dias diferentes 0,001208 9 0,000134 1,20 0,386783 3,02
Mesmo dia 0,001116 10 0,000112
Total 0,002324 19

SQ = soma quadratica; gl = graus de liberdade; MQ = média quadratica.
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De acordo com os resultados obtidos, as ampolas foram consideradas homogéneas pois os valores
obtidos ndo apresentaram variacdo significativa entre os grupos (ampolas analisadas em dias
diferentes) e num mesmo grupo de amostras (ampolas analisadas em um mesmo dia), uma vez que

Fealcuiado = 1,20 € menor do que Feico = 3,02 para 95% de confianca.

5.2. Estudo de Estabilidade

O estudo de estabilidade permite identificar se o0 material em estudo é capaz de manter o valor de
uma determinada propriedade (no caso, a concentracdo de Tiram) durante um determinado

periodo de tempo, qguando armazenado em condi¢des especificas.

A Tabela 2 apresenta os resultados do estudo de estabilidade das ampolas de Tiram durante
um periodo de 5 semanas.

Tabela 2: Média e desvio padréo das ampolas.

Tempo Nf‘m‘?”’ d~e Média Desvio padrédo
(dias) determinacfes

0 2 0,4525 0,0019

8 2 0,4447 0,0025

14 2 0,4589 0,0017

22 2 0,4481 0,0008

34 2 0,4400 0,0104

O resultado da andlise de variancia em conjunto com a analise de residuos é apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3: Andlise de residuos para verificacdo da estabilidade da solucdo de Tiram.

gl SQ MQ
Regresséo 1 0,000129 0,000129
Residuo 8 0,000416 5,1993E-05
Total 9 0,000545
Coeficientes Erro padréo Stat t Valor-P
Intersecao 0,453644 0,003803 119,300132 2,72403E-14
Variavel X1 -0,000307 0,000195 -1,575381 0,15

gl= graus de liberdade; SQ = soma quadréatica; MQ = média quadratica.

De acordo com os resultados obtidos do tratamento estatistico dos dados gerados, o valor de
P calculado (0,15), foi maior do que 0,05 para um nivel de confianca de 95%, podendo-se
concluir que ndo houve diferenca significativa entre os valores e, dessa forma, a solucédo de

Tiram é considerada estavel nas condi¢cfes do estudo.
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6. Avaliacdo do Desempenho dos Laboratérios Participantes
6.1. Resultados dos Laboratérios Participantes

Os resultados emitidos pelos laboratorios participantes (concentracdo de CS, em pg/mL), os
respectivos volumes do baldo de diluicdo, o fator de diluicdo, os resultados calculados pelos
organizadores do EP, segundo equagdo 1, em mg/kg e coeficientes de variacdo, calculados

conforme equacao 2, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados dos laboratérios participantes do EP.

Cédigo dos Conc. Vc.)lu.mNe do baldo de | Massa de amostra Conc.
Laboratérios | (ug/mL CS,) diluicado _(m_L)N/Fator usada para (mg/kg CS,) CV (%)
de Diluicdo conversao (g)
PEP4.2/01 1,65 25/ 100 0,4125 11.79
PEP4.2/01 1,95 25/ 100 0,4875 ’
PEP4.2/02 1,388 25/« 100 0,3470 5 55
PEP4.2/02 1,283 25/ 100 0,3208 '
PEP4.2/04 *x 6/ 100 32,3100
120,51
PEP4.2/04 *x 6/ 100 2,5800
PEP4.2/05 0,668 25/* 100 0,1670 1058
PEP4.2/05 0,776 25/ 100 0,1940 ’
PEP4.2/06 0,06 25/« 100 0,0150 10 88
PEP4.2/06 0,07 25/ 100 0,0175 ’
PEP4.2/08 1,92 25/ 100 0,4800 818
PEP4.2/08 1,71 25/ 100 0,4275 ’
PEP4.2/09 1,736 25/ 100 0,4340 105
PEP4.2/09 1,762 25/ 100 0,4405 ’
PEP4.2/11 16,70 1/ 100 0,1670 6.79
PEP4.2/11 15,17 1/ 100 0,1517 '
PEP4.2/12 - - - 0,0000 s
PEP4.2/12 1,62 25/« 100 0,4050
PEP4.2/13 1,54 25/ 100 0,3850 136
PEP4.2/13 1,57 25/ 100 0,3925 ’
PEP4.2/14 0,0959 20/20 100 0,3836 0.82
PEP4.2/14 0,0948 20/20 100 0,3792 '
PEP4.2/16 1,57 25/ 100 0,3925 5 62
PEP4.2/16 1,45 25/ 100 0,3625 ’
Laboratorio
D/Vt\)/A/KVW - - - 0,3363 3,22
aboratorio
INCQS - - - 0,4554 2,43

* N&o foi empregado fator de diluigéo.
** O laboratorio PEP4.2/04 forneceu os resultados expressos em mg/kg CS2;
*** O laboratério PEP4.2/12 forneceu apenas um valor de medicdo
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6.2. Repetitividade dos Resultados dos Laboratoérios

A repetitividade dos resultados enviados pelos laboratorios participantes foi avaliada a partir
do célculo do coeficiente de variagdo segundo o item 4.3.3. Os resultados considerados

insatisfatérios (CV>15%) encontram-se em negrito conforme ilustrado na Tabela 4.

De acordo com os resultados obtidos, apenas o laboratério PEP4.2/04 apresentou CV>15%.
Em relag&o ao laboratério PEP4.2/12, ndo foi possivel calcular o CV, pois foi fornecido apenas
um valor. Todos os outros laboratoérios apresentaram CV dentro do limite aceitavel no Codex
Alimentarius (Alinorm 03/24A) (ver item 4.3.4).

6.3. Célculo do indice z

A avaliacdo de desempenho dos laboratérios participantes e dos laboratérios de referéncia

expressa através do indice z (Equacgao 3) estéd apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Valores do indice z obtidos pelos laboratérios participantes

Cdédigo dos laboratérios — Amostra A — Amostra B
Indice Z Resultado Indice Z Resultado

PEP4.2/01 0,38 S 1,19 S
PEP4.2/02 -0,32 S -0,61 S
PEP4.2/04 342,84 I 23,65 I
PEP4.2/05 -2,26 Q -1,97 S
PEP4.2/06 -3,89 I -3,86 I
PEP4.2/08 1,10 S 0,54 S
PEP4.2/09 0,61 S 0,68 S
PEP4.2/11 -2,26 Q -2,42 Q
PEP4.2/12 0,30 S - -
PEP4.2/13 0,08 S 0,17 S
PEP4.2/14 0,07 S 0,02 S
PEP4.2/16 0,17 S 0,16 S
Laboratério VWA/KVW -0,44 S -0,44 S
Laboratério INCQS 0,84 S 0,84 S

Resultado: S= satisfatorio; Q= questionavel; I1= insatisfatorio.

De acordo com os resultados obtidos, os laboratorios PEP4.2/04 e PEP4.2/06 apresentaram
resultado insatisfatorio. Os laboratérios PEP4.2/05, apenas para uma medicdo, e PEP4.2/11
apresentaram resultados questionaveis e os demais laboratérios apresentaram resultados
satisfatérios. A Figura 1 apresenta os indices z obtidos pelos laboratérios participantes do

presente estudo.
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Figura 1: Valores do indice z dos laboratdrios participantes e dos laboratorios de referéncia.
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7. Conclusdes

Os ensaios de proficiéncia sdo extremamente importantes para verificar o desempenho de
laboratérios de andlise na execucdo de ensaios, permitindo a estes avaliar a exatiddo nas

medicBes realizadas e a possivel necessidade de aprimoramento técnico.

Dos 12 laboratérios participantes, 2 (16,7%) apresentaram indice z insatisfatorio, sendo que o
PEP4.2/04 obteve o CV muito alto. Outros 2 laboratérios (16,7%) apresentaram indice z
guestionavel, apesar de terem obtido uma repetitividade de seus resultados aceitavel, o que indica

uma ocorréncia de erro sistematico no ensaio em questao.

Acdes corretivas podem ser adotadas para o aprimoramento das medi¢gBes por parte destes 04
laboratérios. Uma avaliacdo detalhada, desde o recebimento do material e seu armazenamento
até o preenchimento do Formuléario para Registro dos Resultados, serd importante para a

identificac@o dos pontos criticos.

Na analise dos dados enviados pelos laboratorios, observou-se uma tendéncia dos laboratorios
que utilizaram espectrofotometria como metodologia de ensaio, em obter maior recuperacdo do
ditiocarbamato Tiram. Porém, recentemente foi demonstrado que as metodologias
espectrofotométrica e cromatografica sdo compativeis, ainda que o método cromatografico

apresente maior sensibilidade.
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8. Laboratérios participantes

Instituicdo

E-mail

BASF S.A.
Laboratério Agro de Residuos da América Latina

carla.steling@basf.com
antonio.noronha@basf.com

Bioensaios Analises e Consultoria Ambiental Ltda.

bioensaios@bioensaios.com.br

Embrapa - Centro Nacional
Agroindustrial de Alimentos
Laboratoério de Residuos de Agrotéxicos

de Pesquisa de Tecnologia

imcastro@ctaa.embrapa.br

Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP
Laboratério de Residuo de Pesticidas

Irptrevi@esalq.usp.br

Fundacéo Ezequiel Dias
Laboratério de Residuos de Pesticidas

tania@funed.mg.gov.br
hfranklin@funed.mg.gov.br

Instituto Tecnolodgico do Estado de Pernambuco - ITEP/LabTox
Andlise de Residuos de Agrotdxicos

adelia@itep.br

Laboratério Central de Saude Publica - LACEN-DF
Instituto de Saude do Distrito Federal - ISDF
Laboratorio de Residuos de Pesticidas

gablacen@saude.df.gov.br
rsdg@terra.com.br

Laboratorio Central de Salde Publica Noel Nutels - LACEN-RJ
Departamento de Controle Sanitario

dcsnnutels@saude.rj.gov.br

Quimiplan Analises e Consultoria Ltda
Laboratorio de Analises de Residuos em Alimentos - LARA

bandeira@quimiplan.com.br

Universidade Federal de Brasilia - UNB
Laboratério de Toxicologia

eloisa@unb.br

Universidade Federal de Santa Maria - UFSM
Departamento de Quimica
Laboratério de Analise de Residuos de Pesticidas - LARP

rzanella@base.ufsm.br

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul - UFMS
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia - CCET
Laboratério de Quimica Analitica Ambiental - DQI

marciarm@nin.ufms.br

> Total de participantes: 12 laborato6rios

2 O cdbdigo de cada participante ndo esta associado a ordem da lista de participantes.
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