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APRESENTACAO

O impacto do uso de agrotéxicos sobre a salde humana tem merecido atencdo da
comunidade cientifica, dos 6rgdos governamentais e da sociedade civil organizada em todo o
mundo, sobretudo nos paises em desenvolvimento onde o impacto a salude tem sido mais

relevante.

Estes impactos a salde humana podem ser observados de maneiras distintas, tais como:
as intoxicagGes agudas, provenientes em sua maioria de atividades laborais agropecuarias e
industriais, homicidios, suicidios e acidentes domésticos; e as intoxicacbes crbonicas, que
majoritariamente sdo o resultado da exposicdo ocupacional e do consumo de agua e alimentos
contaminados por residuos de agrotéxicos. Cabe ressaltar que diversos agravos sérios a saude
estariam correlacionados com a exposicdo cronica a estes agentes, entre eles teriamos:
neoplasias malignas, disrupcdo enddcrina, danos neuroldgicos, disturbios no desenvolvimento e

no crescimento.

Sendo assim o monitoramento da presenca de agrotoxicos nos alimentos é fundamental
para a preservacdo da salde da populagdo brasileira. Como resposta a essa demanda a ANVISA,
representada pela GGTOX, coordena o Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em

Alimentos (PARA).

O objetivo deste guia é normatizar os parametros de qualidade analitica exigidos pelo

PARA e fornecer subsidios para a melhoria continua das andlises realizadas.
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1 - OBJETIVO

Este documento tem como objetivo delinear os requerimentos para a garantia da qualidade das
anadlises realizadas pelos laboratérios integrantes do PARA. Este guia descreve as exigéncias
analiticas do controle de qualidade (CQ) para garantir a validade dos resultados obtidos no
programa.
Os principais objetivos sdo:
I) Certificar que falsos positivos e falsos negativos ndo sejam reportados;
II) Garantir que seja obtido um grau de acuracia aceitavel;
III) Delinear parametros para confeccdo de amostras em branco e fortificadas para a
garantia do controle da qualidade das analises;
1V) Harmonizar os parametros de garantia da qualidade analitica entre os laboratérios
integrantes do PARA;
V) Conferir suporte para a implementagao da norma ISO/IEC17025.

2 - ESCOPO

Este procedimento aplica-se a todos os laboratorios que realizam andlise de residuos de
agrotdéxicos em alimentos, participantes do programa.

3 - REFERENCIAS

3.1 Normativas
e ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005
e ABNT NBR ISO/IEC 17011:2005
e ABNT ISO/TR 10013:2002
e ANVISA/ EURACHEM - Guia para a Qualidade em Quimica Analitica - Uma Assisténcia a
Habilitagdo - Séries tematicas - Laboratorio Vol 1 - 2005

3.2 Técnicas

e USDA/MAS PDP Quality assurance

e European Commission. - Directorate General for Health and Consumer Affairs. SANCO
10232 (24/March/2006).

e Holland PT, Hamilton D, Ohlin B, Skidmore, MW (1994) Effects of Storage and Processing
on Pesticide Residues in Plant Products. Pure & Appl. Chem., Vol. 66, No. 2, pp. 335-356

e Commission Decision of 12 August 2002 implementing Council Directive 96/23/EC
concerning the performance of analytical methods and the interpretation of results
(2002/757/EC).

e Soboleva E, Ahad K, Ambrus A (2004) Applicability of some mass spectrometric criteria
for the confirmation of pesticide residues, Analyst, 129, 1123-1129.

e Report of the thirty-seventh session of the Codex Committee on Pesticide Residues, The
Hague, The Netherlands, 18-23 April 2005, ALINORM 05/28/24, Appendix XII. Proposed
draft guidelines on estimation of uncertainty of results.

e Guia para Expressdao da Incerteza de Medicdo, 32 edicao (Guide to the Expressem of
Uncertainty in Measurement - ISO GUM), INMETRO, agosto de 2003.

nd
e EURACHEM/CITAC Guide, Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement, 2 edition,
(http://www.measurementuncertainty.org/mu/guide/index.html)
e AOAC/FAO/IAEA Consultation held in Miskolc, Hungary, in 1999 (www.iaea.org/trc)
e A. Fajgelj & A. Ambrus Principles and Practices of Method Validation, Royal Society of
Chemistry, 2000
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4 - RESPONSABILIDADE E AUTORIDADE

Este guia deve ser seguido por todos os laboratérios integrantes do PARA.

5 — TERMOS, DEFINICOES, SIGLAS E ABREVIAGOES

ABNT
ANVISA
API

CG

CI

CL

DAD
ECD
EI-MS
eletronico
FPD
GGLAS
GGTOX
IEC
I1SO
LMR
MNC
MS
MS/MS
NPD
PARA
RSA
RSDL
S/N

TR

Associagao Brasileira de Normas Técnicas

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(Atmospheric Pressure Ionization) Ionizacdo por pressdao atmosférica
Cromatografia Gasosa

(Chemical ionization) Ionizacdo quimica

Cromatografia Liquida

(Diode Array Detector) Detector em arranjo de Diodo

(Electron Capture Detector) Detector de Captura de Elétrons

(Electron impact-mass spectrometry) Espectrometria de massas de impacto

(Flame Photometric Detector) Detector Fotométrico de Chama
Geréncia Geral de Laboratoérios de Salde Publica

Geréncia Geral de Toxicologia

International Eletrotechnical Comission

International Organization for Standardization

Limite maximo de residuos

Menor nivel calibravel

Espectrometria de Massas

(Sequencial mass detector) Detector de massas sequencial
(Nitrogen Phosphorous Detector) Detector de Nitrogénio e Fésforo
Programa de Anadlise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos
(repetitividade) desvio padrdo relativo da analise
(reprodutibilidade) desvio padrdo relativo do resultado do laboratdrio
Razao sinal/ ruido

Relatério Técnico

6 — PROCEDIMENTOS PARA A GARANTIA DA QUALIDADE

6.1 Amostragem, transporte, processamento e armazenamento das amostras

6.1.1 Amostragem

As amostras devem ser coletadas de acordo com o POP de coleta do PARA (POP AMOST PROC -1,
POP AMOST PROC -2, POP AMOST PROC 4). O niumero de amostras a ser coletado é definido pela
coordenacgdao do PARA. Amostras, que por motivos de forca maior, forem coletadas em desacordo
com o procedimento acima citado devem ser registradas e informadas a coordenacdo do
programa e ao laboratorio executante. Cabe ao laboratério e a coordenacdo definir o descarte ou
nao da amostra.

6.1.2 Transporte

As amostras devem ser embaladas e enviadas ao laboratério de acordo com o POP de coleta do
PARA (POP AMOST PROC -3). O transporte e a embalagem de amostras, que por motivos de
forca maior, forem coletadas em desacordo com o procedimento acima citado devem ser
registrados e informados a coordenacdo do programa e ao laboratério executante do programa.

Cabe a coordenacdo definir o descarte ou ndo da amostra.
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6.1.3 Preparacao das amostras e processamento prévio da amostra
Cada amostra recebida pelo laboratorio deve possuir codigo de identificacdo univoca.

e Alimentos in natura

A preparagdo, processamento e o fracionamento devem ser feitos imediatamente apds o
recebimento da amostra. Amostras deterioradas nao devem ser analisadas.

e Alimentos enlatados, desidratados, processados ou similares.

Devem ser analisados dentro do prazo de validade. Caso ocorram andlises fora dos prazos de
validade, devem ser observados os mesmos procedimentos de informacdo a coordenacdo e
emissao de laudos dos alimentos in natura.

A preparacao da amostra deve estar adequada, conforme definicdo da commodity e de acordo
com a parte a ser analisada.

O laboratério deve comprovar que os procedimentos de processamento e armazenamento nao
alteram significativamente a concentracdo de residuos na amostra analisada. Em situacdes
especificas onde o monitoramento de residuos labeis estiver sendo feito e o0s mesmos possam ser
perdidos, as amostras poderdo ser processadas (trituradas) congeladas (Analises de residuos
extremamente labeis ou volateis, assim como todos os procedimentos que possam acarretar
perda potencial do analito, devem ser iniciados no dia do recebimento da amostra). Onde o
processo de trituragdo conhecidamente afeta a concentracdo de residuos (ex.: ditiocarbamatos
ou fumigantes) e procedimentos alternativos ndo estejam disponiveis, a porgcdo teste deve
consistir na unidade inteira da commodity ou segmentos removidos de grandes unidades
(quarteamento e exclusao dos quartos opostos).

Se uma porgdo analitica ndo for representativa, porcdes replicadas devem ser analisadas para
garantir um resultado mais preciso.

6.2 Padrdes de pesticidas, solucdes de calibracdao e outros reagentes.

6.2.1 Identidade, pureza e armazenamento de padrdes.

Padrbes de referéncia e padrdes internos devem ser de conhecida pureza e cada um deve ser
univocamente identificado. As datas de recebimento e abertura dos frascos devem ser
registradas. Os padroes devem estar armazenados em baixas temperaturas (entre -10 °C e -18
°C) na auséncia de luz e umidade, visando reduzir as taxas de degradacdo. Sob tais
circunstancias a data de validade do fornecedor, que é baseada frequentemente em condigdes de
armazenamento menos estritas, pode ser prorrogada por um periodo de até 10 anos, de acordo
com cada padrdo. O padrdao puro pode ser retido a fim de se comprovar que sua pureza e taxa
de degradagdo apds o vencimento da data de validade sdo aceitaveis. A identidade de padroes
fora da rotina do laboratério (i.e., nunca antes analisados) deve ser confirmada.

6.2.2 Preparacao e armazenamento dos padrdes
As solugoOes estoque de padrdes analiticos e internos devem ter a identidade, massa (ou volume,

para componentes altamente volateis) do padrao puro utilizado, assim como a identidade e a
quantidade do solvente (ou outro diluente) devem ser devidamente registrados. O solvente
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devera ser adequado ao analito (boa solubilidade, sem reacdes, de preferéncia de baixa
volatilidade) e ao método de analise. Devem ser adotados procedimentos para evitar a
interferéncia da umidade durante o equilibrio térmico da temperatura do padrdo analitico puro e
a temperatura ambiente.

Somente quantidades maiores que 10 mg de padrdao puro de pesticida podem ser pesadas
usando balancas calibradas de pelo menos cinco casas decimais. A temperatura da sala da
balanga devera ser a mesma na qual esta foi calibrada. A preparagdo da solugao padrdo deve ser
baseada em sua massa. Analitos liquidos e volateis devem ser dispensados, por peso ou volume
(se a densidade for conhecida), diretamente no solvente. Analitos gasosos (fumigantes) devem
ser dispensados por borbulhamento no solvente e a pesagem devera ocorrer a partir da massa
transferida ao solvente, ou pela preparacao de diluicdes gasosas.

As solucbes estoque de padrées devem ser devidamente rotuladas. O rétulo deve conter a
identificacdo do padrdo, lote do padrdo puro, fabricante e data de validade. Estas solucdes
deverao ser armazenadas a baixa temperatura (entre -10 °C e -18 °C) em compartimento que
seja protegido da luz. Os frascos destas solugbes devem impedir a perda de solvente e a entrada
de agua. A literatura tem demonstrado que solugdes estoque de padrdes, em frascos de vidros
bem vedados, para a grande maioria dos pesticidas dissolvidos em tolueno e acetona sao
estaveis por pelo menos cinco anos quando armazenados em freezer.

Solugdes estoque novas devem ser preparadas quando:
e As solucdes padrao anteriormente preparadas ndo forem mais confidveis (nado
necessariamente quando o prazo de validade estiver expirado);
e For a primeira vez que o laboratério avalia o agrotéxico;
e For suspensao (ex.: alguns ditiocarbamatos) ou solucao de pesticidas fumigantes
altamente volateis (diluicdo gasosa).

A precisdo da solucao deve ser comparada com uma segunda solucdo feita de maneira
independente e simultanea.

6.2.3 Preparacao, uso e armazenagem das solucdes padrao (padrdes de trabalho)

Quando do preparo dos padrdoes de trabalho, o processo deve ser devidamente registrado,
identificando seus componentes, inclusive soluto(s) e solvente(s), informando suas respectivas
quantidades. O solvente devera ser adequado ao analito (boa solubilidade, sem reacgbes, de
preferéncia de baixa volatilidade) e ao método. Os padrdoes de trabalho devem ser devidamente
rotulados, armazenados a baixa temperatura (entre -10 °C e -18 °C) e em frascos que
impossibilitem qualquer perda de solvente e/ou entrada de agua. A area de fechamento dos
septos é particularmente critica em relagdo a perda de solvente e conseqlientemente torna-se
uma possivel fonte de contaminagdo. Caso as solugdes sejam armazenadas, os septos devem ser
substituidos no menor prazo possivel apds serem furados. Durante a fase de equilibrio entre a
temperatura do padrao de trabalho e a temperatura ambiente, as solucdes deverdo ser agitadas
novamente e deve-se verificar se nenhum analito permaneceu ndo dissolvido, especialmente
onde a solubilidade do agrotdxico em baixas temperaturas for limitada.

No desenvolvimento de novos métodos analiticos, validacdo ou para novos analitos averiguados
pelo laboratério, a precisdo do método devera ser demonstrada. Caso as técnicas empregadas
levem a degradacgdao do analito durante a extragdo, clean-up ou separacdo, e gerem subprodutos
gue sejam facilmente encontrados em amostras ndo contaminadas, os resultados positivos
devem ser confirmados utilizando-se técnicas alternativas adequadas.
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6.2.4 Testando e substituindo padroes

Na aquisicao, substituicdo ou quando do vencimento da validade do padrao, sua pureza deve ser
verificada.

e Solucdes padrao estoque e de trabalho armazenadas
Devem ser comparadas com solugdes recém preparadas, averiguando-se a resposta dos
detectores obtida a partir de diluicdes apropriadas de padrdes individuais ou misturas destes.
Diferencas inexplicaveis na concentragdo aparente entre padrdes antigos e novos devem ser
investigadas.

e Padrdes “puros”
A pureza de um padrdao “puro” antigo pode ser averiguada comparando-se as respostas dos
detectores, a partir de solugdes estoque recém preparadas, com o padrdo “puro” vencido e um
padrdo “puro” que ainda esteja dentro de sua data de validade. Diferencas significativas sem
causa aparente na concentracao entre padrdes antigos e novos devem ser investigadas.

As médias de pelo menos cinco (5) replicatas de cada uma das solugdes (previamente
armazenadas ou vencidas X recém preparadas ou dentro do prazo de validade) ndo devem
possuir diferenca maior que 5%?2. A média das solucdes previamente armazenadas deve ser
tomada como o valor de referéncia (100%). No caso de analitos problematicos, o valor de
diferenca entre médias pode ser de 10%. O uso de padrdes internos pode reduzir o niumero de
injecOes necessarias para se alcangar o valor de 5% (ou 10% no caso de analitos problematicos).
Caso a resposta do padrao antigo possuir diferenga maior que 5% (ou 10% no caso dos analitos
problematicos), estes devem ser substituidos e as condicbes de temperatura € armazenagem
(incluindo-se at também o tempo) devem ser ajustados.

NOTA: E altamente recomendado que os laboratérios do programa realizem intercdmbios de
padrdes “puros”, solucdes padrao estoque e de trabalho, a fim de se reduzirem os custos de
averiguacao de conformidade destes padroes.

6.3 Extracao e concentracao

6.3.1 CondicOes de extracdo e eficiéncia

As porcoes de amostras devem ser totalmente desintegradas durante a extracdo, a fim de se
maximizar a eficiéncia da extragdo, excetuando os casos onde sabidamente isto ndo é necessario
ou inapropriado (ex: determinacdo de fumigantes ou determinagdo de residuos presentes em
superficies). Caso afetem a eficiéncia da extracdo, estabilidade do analito ou volume do solvente,
parametros como temperatura, pH, entre outros devem ser estritamente controlados. A
interferéncia ou nao destes fatores deve ser devidamente registrada e comprovada.

6.3.2 Concentracao e diluicao

Durante o processo de extracdo, a etapa de evaporacdo do solvente é particularmente sensivel,
ja que alguns analitos (principalmente aqueles em quantidade traco) podem ser perdidos por
arraste. Um volume pequeno de solvente com alto ponto de ebulicao deve ser utilizado como
“guardido” e a temperatura de evaporacdo deve ser a mais baixa possivel. A geracao de bolhas
nas paredes dos tubos, borbulhamento vigoroso dos extratos e a dispersao de gotas devem ser

% Alternativamente, pode ser usado o test-t e as médias ndo devem possuir diferenca significante em um nivel de
significancia de 5%.
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evitadas. O uso de uma corrente de nitrogénio seco ou evaporacdo a vacuo é preferivel ao uso
de uma corrente de ar, ja que esta pode carrear contaminantes, oxidar mais facilmente
componentes da amostra ou introduzir agua no sistema.

Em metodologias em que os extratos sdo diluidos a um volume fixo, frascos calibrados de pelo
menos 1 ml devem ser utilizados e devem ser tomadas medidas que impecam posterior
evaporacdo. Alternativamente, um padrdo interno pode ser usado, especialmente no caso de
pequenos volumes.

A estabilidade do analito nos extratos deve ser investigada e comprovada durante a validagao do
método. O armazenamento dos extratos em geladeira ou freezer ird minimizar a degradacao,
entretanto as perdas potenciais decorrentes das altas temperaturas do injetor automatico devem
ser levadas em consideracgao.

6.4 Contaminacdo e interferéncia

6.4.1 Contaminagao

As amostras devem ser devidamente separadas entre si e de fontes potenciais de contaminagao
durante o transporte até o laboratério e no armazenamento. Esta manobra é particularmente
importante para residuos de superficie, em pd ou volateis. As amostras que sabidamente,
contenham residuos de natureza acima relacionada, devem ser duplamente embaladas em sacos
de polietileno ou nylon (além dos outros passos para embalagem e transporte), transportadas e
processadas separadamente.

O controle de pestes no laboratério e em suas proximidades deve somente fazer uso de
agrotoxicos que ndao sejam de nenhuma forma de uso agricola.

Toda vidraria deve ser cuidadosamente lavada, e quando for praticavel, set ups de vidraria
individualizados para andlises particularmente criticas devem ser alocadas, a fim de se evitar
contaminagao cruzada. Deve-se evitar o uso de vidraria rachada ou arranhada. Os solventes
utilizados devem ser verificados a fim de se garantir que os mesmos ndo estejam contaminados
pelo analito.

Quando um padrdo interno é utilizado, contaminacdo ndo intencional dos extratos ou das
solugdes analiticas com o padrdo interno, ou vice versa, deve ser evitada.

No caso de analitos que ocorrem naturalmente, ou que sdo produzidos a partir da amostra (ex:
brometos inorganicos em praticamente todos os alimentos; enxofre no solo; ou dissulfeto de
carbono produzido pela Cruciferaceae), niveis muito baixos de residuos de pesticidas ndo podem
ser devidamente diferenciados dos niveis naturais destes compostos. A ocorréncia natural de
analitos deve ser levada em conta durante a interpretacdo destes resultados. Determinados
artigos de borracha podem conter residuos de ditiocarbamatos, etiluréia ou difenillamina, logo
este material deve ser evitado em processos criticos na analise de residuos de agrotdxicos.

6.4.2 Interferentes

Equipamentos, frascos, recipientes, solventes (incluindo a agua), reagentes, filtros, etc., devem
ser constantemente averiguados, através de testes. Uma vez que sdo possiveis fontes de
interferéncia. Artigos de borracha e plastico, polidores e lubrificantes sao fontes freqientes de
interferéncia. O selamento dos vials deve ser feito com PTFE (Politetrafluoroetileno, mais
conhecido como teflon). Os extratos da amostra devem ser mantidos sempre na posicdo correta
(em pé) a fim de impedir o contato destes com os selos dos vials. Os selos dos vials devem ser
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imediatamente substituidos apds serem furados durante a injecdo da amostra no equipamento,
caso seja necessario uma re-andlise. Deve ser feita andlise em branco do procedimento
completo, para verificar possiveis interferentes, sempre que um novo lote ou nova marca de
solvente e reagente for utilizada.

A interferéncia de constituintes naturais das amostras é freqliente, podendo ser peculiar ao
sistema de determinacdo utilizado, sendo de ocorréncia e intensidade varidveis. Caso o
interferente tenha um pico que sobreponha o do encontrado para o analito, um diferente método
de clean up ou determinacdo podera ser necessario. A interferéncia na forma de supressao ou no
aumento da resposta do sistema de detecgdo é tratada na tabela 1. Caso seja impraticavel
eliminar a interferéncia ou compensa-la pela calibragdo (utilizando-se a matriz), a acuracia (bias)
e a precisdo da anadlise devem estar de acordo com os critérios estabelecidos no item 6.6.2
Aceitabilidade dos métodos analiticos - validagao metodoldgica.

6.5 Calibracdo analitica, analitos representativos, efeitos da matriz e integracdo cromatografica

6.5.1 Requisitos gerais

Uma calibragdo correta depende da identificacdo exata do analito (veja item 6.9 - Confirmacao
dos resultados). A calibracdo suporte® (“bracketing calibration”) deve ser usada, a menos que
tenha se demonstrado que o sistema de determinacdo nao apresente variacdo significativa em
resposta absoluta (padronizagdo externa) ou relativa (padronizacdao interna). As respostas
utilizadas para quantificar os residuos devem estar dentro da faixa de trabalho do detector.

O dimensionamento dos grupos (de concentragcao dos padrdes) para a determinacao deve-estar
ajustados para que em uma Unica injecdo dos padrdes da calibracdo suporte ndo ocorram
variagbes >20% quando 2 X MNC* ou >30% quando 1-2 X MNC (caso o MNC seja préximo ao
limite de quantificacdo). Caso a variacdao exceda estes valores, a repeticdo das andlises nao é
necessaria onde as amostras certamente ndo contém o analito, desde que a resposta do MNC
seja mensuravel.

Extratos que contenham altos niveis de residuos devem ser diluidos até que os niveis estejam
adequados a faixa de trabalho do equipamento, entretanto, onde as solucdes padrdao devem ser
feitas juntamente com a matriz, a concentracdao do extrato da matriz deve ser ajustada.

6.5.2 Calibracao

Residuos que estejam abaixo do MNC sdo considerados ndo calibrados, e devem ser relatados
como <MNC, sendo a resposta evidente ou ndo. Caso seja desejavel (ou necessario) relatar
valores de residuos abaixo do MNC original, as determinagdes devem ser repetidas com um MNC
menor. Se a relagdo sinal - ruido produzido pelo MNC de menor concentracdo € inadequada
(menor que 5:1), um nivel mais alto de MNC deve ser adotado. Um ponto de calibracdo, por
exemplo, duas vezes maior que o MNC de menor nivel, fornece um valor MNC alternativo o MNC
menor anteriormente previsto ndo seja mensuravel. Os métodos de validagdo analitica devem
incluir as taxas de recuperagao no MNC proposto.

? Uma calibragio convencional avalia um ou mais padrdes e logo apés, as amostras sdo analisadas. A calibragdo suporte
avalia um ou mais padrdes antes e depois das analises das amostras, entdo os resultados sdo avaliados utilizando-se todas
as avalia¢Oes dos padrdes. Isto permite o processamento de todas as amostras utilizando-se fatores consistentes de
resposta.

* Menor nivel calibravel — Menor concentragio (ou massa) de analito que pode ser calibrado com sucesso, através da
analise de um grupo de amostras.
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A calibracao pela interpolacdo entre dois niveis é aceitavel, desde que a diferenca entre estes
pontos nao seja maior que um fator de 4, O maior valor utilizado neste procedimento ndo deve
ser maior que 120% (110% nos casos em o LMR estd préoximo ou foi excedido) do menos valor
onde a média destes, derivados das determinacdes das replicatas em cada nivel indique
linearidade aceitavel.

Onde 3 ou mais niveis sdo utilizados, uma funcdo da calibragdo apropriada deve ser calculada e
usada entre o menor e maior valores calibrados. A curva de calibragdo ndo deve ser forgada (via
software) a passar pela origem do grafico. O grafico da funcdo da calibracdo deve ser
confeccionado e inspecionado visualmente, evitando-se a confianca cega nos coeficientes de
correlacdo, para assegurar que o grafico é adequado a regido de interesse para a detecgdo
destes residuos. Caso pontos individuais de concentracdo tenham um desvio de £ 20% (£10%
nos casos onde o LMR esteja proximo ou excedido) da curva de calibracdo, uma fungdo de
calibracao alternativa deve ser utilizada.

Uma calibragdo em nivel um uUnico nivel pode fornecer resultados mais exatos do que uma
calibragdo em diversos niveis de concentracdo, caso a resposta do detector seja variavel com o
tempo. Quando uma calibragdo de nivel Unico de concentracdo é aplicada, a resposta da amostra
deve estar dentro de um limite de £ 10% da resposta do padrdo, no caso do LMR for excedido.
Quando o LMR nao for excedido, a resposta deve estar dentro de um limite de = 50%. A menos
gue uma extrapolacdo adicional seja suportada pela evidéncia de uma resposta linear aceitavel.
Onde é adicionado o analito para a determinacdo da recuperagdo em uma concentragdo
correspondente ao MNC, valores de recuperagao <100% devem ser calculados utilizando-se de
um unico ponto de calibracdo com valor de concentracdo igual ao MNC. Este calculo em
particular tem a intencdo somente de indicar a performance analitica obtida em MNC e nédo
implica que residuos <MNC devem ser determinados desta maneira.

6.5.3 Analitos representativos

O sistema de determinacao deve ser calibrado com analitos representativos para cada grupo de
analises. A freqliiéncia minima de calibracao dos analitos é dada na tabela 1

Tabela 1 - Freqiiéncia minima de calibracdo e de recuperacgao

Analitos representativos Outros analitos
Freqliiéncia Minima de | -A cada grupo de amostras. - Anual, entretanto, recomenda-
Calibracao se realizacao semestral*.
- Pelo menos um nivel deve |- Pelo menos um nivel deve
corresponder ao limite de | corresponder ao limite de
determinacgao. determinacgao.
Freqliiéncia Minima de | -A cada grupo de amostras. - Cada analito ao mesmo tempo
recuperacao seguindo a temporalidade
(Ver item 6.7) proposta para calibragao
- Pelo menos um nivel deve
corresponder ao limite de
determinacao.

* Os requerimentos minimos sdo: (i) no inicio e no final do programado das coletas para o ano
corrente; (ii) quando o método sofre alteragdes significativas.

A confianca excessiva nos analitos representativos, sem que estes sejam devidamente
averiguados, esta associada com o aumento do risco da obtencdao de resultados incorretos,
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especialmente os falsos negativos. Estes devem ser escolhidos cuidadosamente, para garantir
que os parametros obtidos com estes analitos, possam evidenciar a adequacdao dos outros
analitos. A escolha deve basear-se nas caracteristicas fisico-quimicas dos analitos, o nos
parametros abaixo:

(i) Analitos que tenham grande probabilidade de serem detectados nas amostras analisadas;

(ii) Analitos que tenham resposta muito variavel e/ou baixa recuperacao.

Quando um analito que nao seja considerado representativo é detectado na amostra, o resultado
deve ser considerado uma tentativa até a sua calibracdo. Quando o resultado de uma varredura
analitica indica que um LMR pode ter sido excedido, ou ter sido detectado um pesticida ndo
autorizado, a amostra deve ser re-analisada e acompanhada de evidéncias de recuperagao
aceitavel do analito detectado.

Caso o programa de calibragdo e recuperagao (tabela 1) dos analitos representativos produzir
resultados inaceitaveis em sua 12 tentativa, todos os resultados obtidos apds programas de
recuperacao e calibracdo prévias devem ser tratados como potencialmente errados.

6.5.4 Efeito matriz

Os possiveis efeitos da matriz no resultado da analise devem ser avaliados durante o processo de
validacdo. Estes efeitos sdo notoriamente varidveis em sua ocorréncia e intensidade, entretanto,
algumas técnicas sdo particularmente susceptiveis a este. Caso a as técnicas utilizadas ndo
sejam intrinsecamente livres destes efeitos, a calibracdo utilizando-se de uma matriz “limpa” de
residuos devera ser feita rotineiramente, a menos que uma abordagem alternativa demonstre ter
acuracia equivalente ou superior. Extratos (ou amostras, conforme o caso). A melhor maneira de
averiguar o efeito matriz é a calibracdo por adicdo padrao.

Um dos potencias problemas do efeito matriz é que diferentes amostras, tipos de extratos,
commodities e diferentes “concentracdes” da matriz, podem apresentar efeitos desta natureza
em diferentes graus de magnitude. Onde a calibracdo pode aceitar pequenos erros, uma matriz
representativa (veja glossario) pode ser utilizada para se calibrar uma ampla gama de tipos de
amostra.

Se necessario, na analise por CG, a limpeza do sistema deve ser imediatamente antes da
primeira série de determinacdes da calibragdo em grupo de analises.

6.5.5 Adicao padrao

A adicao pode ser utilizada como abordagem alternativa em relagdao ao uso de calibragao pareada
com a matriz. Normalmente, a adicdo padrao envolve a adicao de quantidades conhecidas de um
analito para uma ou duas duplicatas de amostras imediatamente antes da extragdo. A diferenga
na resposta dos dois extratos de amostra (fortificado e ndo fortificado) obtidos do detector,
teoricamente calibra a resposta as quantidades sabidamente conhecidas do analito adicionado e
compensa-la para a recuperagdo. A quantidade do analito presente na amostra ndo fortificada é
calculada por proporcao simples. O efeito de matriz assim é compensado. Esta técnica presume
algum conhecimento relativo a provavel concentragdo do analito na amostra, de modo que a
guantidade adicionada de analito seja similar a aquele presente na amostra. Caso a concentragao
do analito seja completamente desconhecida, entdo serd necessario fortificar algumas replicatas
com quantidades crescentes do analito, entdo uma curva de calibragdo podera ser construida de
maneira similar a curvas padrao tradicionais. Esta técnica ajusta automaticamente tanto a
recuperagcdo como a calibragcdo. A adicdo padrdo ndo ira solucionar as interferéncias
cromatograficas causadas por picos de sobrepostos/ndo-resolvidos de compostos co-extraidos.
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A adicao de quantidades conhecidas de um analito em uma aliquota de um extrato da amostra,
imediatamente antes da determinacgdo final é outra forma de adicdo padrdo, entretanto, neste
caso, somente tera somente utilidade no processo de calibracdo (e ndo no de recuperagdo).
Quando um método é baseado em um equipamento (ex.: CG-MS, CL-MS, etc.) a amostra
fortificada normalmente é chamada de “seringa” ou “injecdo” padrdo, a fim de se compensar as
variacoes de volume da injecao.

6.5.6 Efeitos de misturas de agrotéxicos na calibragao

A calibracdo feita fazendo-se uso de misturas de solucdes de analitos, devem ser verificadas
durante a validacdo metodolégica, a fim de garantir de que os picos encontrados na mistura
sejam equivalentes aqueles encontrados em injecoes dos analitos em separado. Caso a resposta
tenha diferencga significante, ou suscite duvidas, os residuos devem ser quantificados utilizando-
se de calibragao individual (por analito) na matriz, ou preferencialmente, através da adicdo
padrdo analito (individualizada).

6.5.7 Calibragao de agrotéxicos que sdo misturas de isdbmeros

Quando o padrao de calibracdo for uma mistura de isdbmeros de um analito, assume-se que a
resposta do detector seja similar a estes, em uma base molar, para cada componente.
Entretanto, ensaios enzimaticos, imuno ensaios e outros ensaios que possuam base bioldgica
podem gerar erros na calibracdo se a razdo dos padroes possuirem diferenca significativa dos
residuos medidos. Um sistema alternativo de deteccao poderd ser utilizado para se quantificar
estes residuos. Nos casos onde uma resposta “seletiva” do detector pode ser obtida (eficiéncia da
captura eletronica dos isébmeros do HCH) padroes de calibracdo devem ser utilizados
separadamente. Em situacbes onde estes padroes ndo existam, sistemas alternativos de
deteccdo podem ser utilizados.

6.5.8 Calibracao de produtos derivados ou de degradacao

Quando o agrotdxico for determinado através de um produto de degradacao ou derivado, as
solucdes de calibracdo devem ser preparadas a partir de um padrao “puro” do produto de
degradacdo ou derivado, caso disponivel. Padrdes de agrotdxicos que sofram procedimentos para
gerar derivados ou produtos de degradacao somente devem ser utilizados quando esta for a
Unica opgdo.

6.5.9 Integracao cromatografica

O analista deve examinar os cromatogramas e verificar a adequagao da linha de base. Quando
picos ou caudas interferentes estiverem presentes, uma abordagem consistente deve ser
adotada a fim de garantir o posicionamento da linha de base. Tanto a altura ou a area dos picos
podem ser utilizadas, deve se escolher aquele que gere resultados mais precisos e reprodutiveis.

A menos que um biosensor seja empregado, a calibracdo de misturas de padroes de isbmeros
(ou similares) pode fazer uso da soma das areas, das alturas dos picos, ou da medida de um dos
componentes. Deve se escolher aquele que gere resultados mais precisos e reprodutiveis.

6.6 Métodos analiticos e performance analitica

6.6.1 Validagdo de métodos

A validacao metodoldgica deve ser conduzida de maneira a evidenciar e garantir que o método é
adequado ao objetivo desejado. A validacdo metodoldgica € um requisito dos organismos de
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acreditacdo, e deve ser subsidiada e melhorada através de processos de verificacdo do
desempenho do método. Todas as etapas do método devem ser validadas, caso seja praticavel.

Para métodos multiresiduos, matrizes representativas devem ser utilizadas. A escolha destas
matrizes deve ser feitas rigorosamente, baseando-se em suas similaridades bioldgicas e
analiticas. Estas similaridades podem ser, por exemplo, conteddos de agua, acucares, lipidios,
proteinas, pH, etc. Laranjas podem ser utilizadas como uma matriz representativa de citricos e a
alface como representante dos vegetais folhosos, etc.

O método deve ser testado para se avaliar a sensibilidade, média das recuperagbes e precisdo. A
acuracia do método deve ser avaliada através dos estudos de recuperacdo. Um minimo de 5
replicatas é necessario (para se verificar a precisdo) tanto nos limites de determinagdao ou
quantificacdo, quanto e um nivel de maior concentragdo (recomenda-se neste caso LMR do
pesticida). Onde a definicdo de residuos incorpora um ou mais analitos, o método deve ser
validado para todos os analitos incluidos nesta definicdo de residuo. A tabela 2 lista os critérios
minimos de repetitividade e de recuperacdo desejados para um método quantitativo para a
analise de residuos de agrotdxicos em alimentos.

No caso de métodos analiticos que ndao permitam a determinacdo da recuperagdo (ex: analise
direta de amostras liquidas, analise no headspace), a precisdo é determinada a partir de
repetidas analises de padrGes de calibragdo. Usualmente, assume-se a bias com valor igual zero.

Tabela 2 - Critérios para métodos quantitativos

Faixa de Precisao Faixa de
concentragao RSAL%° RSD, %?° recuperacao
(mg\kg) (repetitividade) (reprodutibilidade)
0,001 - 0,01 30 32 70-120
>0,01 -0,1 20 22 70-120
>0,1-1 15 18 70-120
>1 10 14 70-120

6.6.2 Aceitabilidade dos métodos analiticos - validagdo metodoldgica

Um método analitico € uma série de procedimentos que vdo desde a recepcdo da amostra até o
resultado final. Validacdo é o processo de verificagdo o qual demonstra que o método utilizado é
adequado ao objetivo desejado. O método pode ser desenvolvido no préprio laboratoério, oriundo
da literatura ou obtido de outra maneira de uma terceira parte. O método pode ser adaptado ou
modificado para melhor responder aos requisitos e capacidades do laboratério e/ou a proposta ao
método sera usado. Tipicamente, a validacdo acompanha a finalizacdo do desenvolvimento
metodoldgico e assume que todos os itens como calibracdo, adequagao do sistema, estabilidade
do analito, etc., tenham sido estabelecidos satisfatoriamente. As medidas devem ser calibradas
dentro da faixa de utilizagdo do sistema de deteccao adequado, tanto na validacdo quanto na
utilizacdo do método de analises. Geralmente, a validagdo precede a aplicagdo pratica do método
para a andlise das amostras, entretanto, verificacdes de performance continuas e subseqglientes
sao muito importantes. Os requisitos de verificagdo de performance devem ser baseadas nos
parametros utilizados na validagao.

O método analitico deve ter (através de sua validagao) capacidade de prover uma recuperagao
gue esteja de acordo com a tabela 2, para todos os compostos avaliados e em niveis

5 RSA - (repetitividade) desvio padrdo relativo da analise , excluindo alguma contribuigdo devido a heterogeneidade da amostra.

6 RSDL - (reprodutibilidade) desvio padrdo relativo do resultado do laboratério, incluindo uma heterogeneidade sub-amostral de 10%.
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apropriados. A média das recuperacoes em cada nivel de fortificacdo para cada commodity
representativo deve estar em uma faixa de 70 a 120 % (em certos casos, podem-se aceitar
valores fora desta faixa, desde que devidamente justificados). Onde o método ndo permitir se
alcangar estes valores, e na inexisténcia de métodos alternativos satisfatorios, os valores
insatisfatérios de recuperacao devem ser utilizados com extrema cautela. Excepcionalmente,
onde a recuperacdo é baixa, porém, € consistente (i. e. demonstra boa precisdo) e o seu
fundamento seja bem estabelecido (ex: a distribuicdo do pesticida na particdo), uma média de
recuperagao abaixo de 70% podera ser aceita. Entretanto, um método mais preciso deve ser
utilizado, caso praticavel.

Ensaios de proficiéncia (ou outros testes interlaboratorais), onde praticavel, fornece uma
importante ferramenta de verificacdo da precisdo dos resultados gerados pelo método, fornece
informagdes relativas a variagdo interlaboratorial dos resultados. Entretanto, ensaios de
proficiéncia geralmente ndo sao dirigidos a avaliar a estabilidade do analito, homogeneidade ou
extractabilidade dos analitos na amostra processada.

Os dados relativos a incerteza (quando aplicaveis) devem ser incorporados na verificacdo de
performance e ndo somente ns dados de validagdo metodoldgica.

Toda vez que um laboratério assume a responsabilidade de desenvolver e/ou modificar um
método, os efeitos das variadveis analiticas devem ser estabelecidos, ex. utilizando-se de testes
de robustez, antes da validagdo. Controles rigorosos devem ser utilizados em todos os aspectos
do método que podem influenciar os resultados, como: tamanho da amostra; volumes da
particdo; variacdes na performance dos sistemas de clean-up utilizados; estabilidade dos
reagentes ou derivados preparados; efeitos da luz, temperatura, solventes, armazenamento
solventes nos analitos; efeitos dos solventes, injetores, colunas de separacdo, caracteristicas da
fase moével (composicdo e fluxo), temperatura, sistema de deteccdo, co-extrativos, etc. no
sistema de deteccdo. Estas caracteristicas sdo mais importantes que a relacdo inequivoca
qualitativa e quantitativa entre o sinal medido e o analito.

Deve-se dar preferéncia a métodos aplicaveis a multiresiduos e/ou multi-matrizes. O uso de
analitos ou matrizes representativos sdo importantes na validagdo metodoldgica. Com este
objetivo, as commodities devem ser suficientemente diferenciadas. Por exemplo, alguns produtos
estdo disponiveis em amplo espectro de variantes manufaturadas, variedades cultivadas, ou
ragas, etc. Geralmente, uma Uunica variante de uma commodity em particular pode ser
considerada como representativa de todas as demais. Entretanto, uma fruta ou vegetal nao
devem representar todas as frutas e vegetais. Onde variantes particulares da commodity
possuem sabidamente diferengas na performance do método, as avaliagbes destas variagdes sdo
necessarias. Diferencas consideraveis na exatiddo e precisdao do método, especialmente em uma
etapa especifica da determinacdo, podem ocorrer entre as diferentes espécies.

Onde a experiéncia demonstra performances similares na extracdo e clean-up entre
commodities/ matrizes similares, uma abordagem simplificada deve ser adotada no processo de
validacdo. Uma commodity representativa pode ser escolhida (anexo 1) para representar cada
grupo de commodities que possuem propriedades em comum. No anexo 1 as commodities sao
agrupados e classificadas de acordo com a classificacdo do Codex Alimentarius. Alguns exemplos
do quanto a validacao por grupos pode ser abrangente (ou ndo) sdo dados abaixo:

e Cereais - validacdo para graos integrais nao podem ser estendidas para farelos e pades,
entretanto, a validacao feita para trigo em graos pode ser aplicada para cevada em graos
ou farinha de trigo;
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e Produtos de origem animal - A validagdao para tecido muscular ndo deve ser aplicada para
tecido adiposo (gordura), entretanto, a validacao de gordura de galinha pode ser aplicada
para gordura de bovinos.

e Frutas e vegetais - A validacdo da fruta inteira fresca ndo pode ser aplicada a produtos
desidratados, entretanto, a validacdo para repolho pode ser aplicada para couve de
Bruxelas.

Analitos representativos similares podem ser usados para a avaliagdao da performance de um
método. Os compostos devem ser selecionados para cobrir as propriedades fisicas e quimicas
dos analitos destinados a serem determinados pelo método. A selecdo de analitos
representativos deve ser baseada no escopo de analise proposto, levando-se em conta os
seguintes fatores:

(a) Os analitos representativos devem:
(i) Possuir uma variedade grande suficiente de propriedades fisico quimicas para incluir
os analitos representados;
(iD) Seja detectado regularmente nas amostras avaliadas, ou seja criticos no processo de
avaliacdo de risco
(b) Caso praticavel, todos os analitos incluidos no processo inicial de validagdo devem ser
utilizados nas verificacdes de performance regularmente e devem ser determinados
simultaneamente pelo sistema de determinacao utilizado.
(c) A concentracdo de analitos usados para caracterizar um método deve ser selecionada para
cobrir os limites aceitaveis de todo analitos previstos em todas as commodities. Sendo assim, os
analitos selecionados que possuem altos e baixos limites de aceitacdo devem ser incluidos na
analise. Conseqlientemente, os niveis de fortificacdo dos analitos/ commodities representativos
utilizados nos testes de performance podem ndo necessariamente corresponder aos limites
aceitaveis atuais.

Uma listagem dos principais grupos de pesticidas esta presente no anexo 2. A classificagdo dos
analitos representativos encontra-se no anexo 3.

Onde dados apropriados estejam disponiveis, pode ser desnecessaria a realizacdo de todos os
testes de performance. Entretanto, toda informacdo necessaria deve estar inclusa ou
referenciada nos dados de validacdo. O Anexo 4 fornece uma visdo geral do parametros que
devem ser avaliados pela validacdo metodoldgica de acordo com o status do método a ser
validado. Parametros e critérios especificos que devem ser avaliados estdo listados na tabela 1.
Os parametros avaliados devem restringir-se aqueles que sejam apropriados tanto para o
método quanto ao objetivo ao qual que ele se propGe. Testes onde diferentes fatores sdo
alterados ao mesmo tempo podem contribuir para minimizar os recursos necessarios.

Métodos individuais de determinacdo de agrotdoxicos (monoresiduos) devem ser validados
completamente, podendo ser utilizado neste processo matrizes representativas.

Métodos de grupos especificos devem ser validados devem ser validados com um ou mais
commodities representativos e um minimo de 2 analitos selecionados do grupo.

Métodos multiresiduos devem ser validados valendo-se de commodities e analitos
representativos.

6.6.2.1 Métodos para a determinagao de alimentos gordurosos ou desidratados

Onde os resultados sdo expressos baseando-se no peso seco ou no contelddo lipidico
(gorduroso), o método utilizado para determinar o peso seco ou o conteldo lipidico deve ser
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consistente. Em uma situacdo ideal, este deve ser validado em comparacdo com um método
amplamente reconhecido.

6.6.2.2 Verificagao de performance

Os objetivos principais da verificacao da performance sao:

e Monitorar o desempenho do método sob as condicGes utilizadas;

e Levar em conta os efeitos das variacbes inevitaveis causadas por exemplo, pela
composicdo das amostras, desempenho do equipamento, qualidade dos reagentes,
variagoes ligadas ao analista e condicGes ambientais do laboratorio;

e Demonstrar que o desempenho do método é préximo daquele estabelecido durante a
validacdo metodolégica, demonstrando que o método € estatisticamente consistente
(principalmente a precisdo e a incerteza) com a performance esperada para o método. Os
dados obtidos durante a validagdao devem ser atualizados e comparados com aqueles
obtidos durante a verificacdo de desempenho. Os resultados dos controles de qualidade
interno fornecem informagdes essenciais para uma avaliacdo de longo prazo da
reprodutibilidade e outras caracteristicas do método incluindo os analitos e matrizes
incorporados durante a extensdo do método. As caracteristicas basicas apropriadas que
devem ser testadas estdo descritas no anexo 4 (TABELA 1 ). Para a efetiva verificacdao da
performance, as amostras devem ser concomitantemente analisadas com controles de
qualidade apropriados (brancos e determinacGes de recuperacdo, materiais de referéncia,
etc.). Cartas controle podem ser utilizadas para verificar tendéncias no desempenho do
método e para assegurar que o controle estatistico € mantido.

6.7 Determinacao rotineira da recuperacao

Caso seja aplicavel, a recuperacdo de todos os analitos deve ser determinada em cada grupo de
analises realizadas. Caso isso resulte em um numero desproporcionalmente grande de analises,
0s requisitos preconizados na tabela 1 devem ser seguidos. A analise de materiais de referéncia
certificados é aceitavel, apesar de raramente ser pratico, isto ocorre somente no caso destes
materiais conterem analitos relevantes e em niveis de concentracdo apropriados.

A determinacdo da recuperacdo do analito normalmente é feita a partir de fortificagdes que
tenham uma faixa de 1 a10 vezes o MMC, o LMR, ou algum nivel de relevancia especial para as
analises avaliadas. O nivel de fortificacdo deve ser trocado alternadamente ou regularmente, a
fim de fornecer dados relativos a performance analitica da faixa de concentragdes. Niveis de
recuperagcao que correspondem ao MMC ou ao LMR sdo particularmente importantes. Nos casos
onde ndo existe disponibilidade de amostra em branco (ex: determinagdao de niveis traco de
brometos inorganicos), ou quando a Unica amostra branco disponivel contém um composto
interferente em um nivel (baixo) aceitavel, o nivel de fortificacdo deve ser >3 vezes o nivel do
interferente na amostra branco. A concentracdo (aparente ou nao) do analito deve ser
determinada a partir de porgdes analiticas multiplas. Caso necessario, a recuperacdo deve ser
corrigida pelos valores encontrados na amostra branco. Os valores do branco e das recuperacoes
nao corrigidas devem ser reportados. Estes devem ser determinados a partir da matriz usada
nos experimentos de fortificacdo e o valor da amostra em branco ndao deve ser maior do que
30% do valor de MMC.

Até onde seja praticavel, a recuperacao de todos os componentes definidos pelo LMR devem ser
determinados rotineiramente. Onde um residuo a ser determinado é componente de um meio
com multiplos componentes (ex.: isdbmeros passiveis de determinagdo; residuos com multiplos
produtos de degradacdo), a recuperacao deve ser determinada ou por um componente
predominante nestes residuos ou utilizando-se aquele que possua menor taxa de recuperagao.
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6.7.1 Aceitabilidade da performance analitica das determinacdes da recuperacdo de rotina

Os limites aceitaveis de uma recuperacdo de rotina deve estar em uma faixa de 60 a 140% e
deve ser ajustada valendo-se dos dados da repetitividade (validacao) e da reprodutibilidade intra
laboratorial. Recuperagdes que estejam fora desta faixa geralmente necessitam de nova
avaliacdo do grupo de analise, entretanto, em alguns casos (devidamente justificados), esta
faixa pode ser aceitavel. Em casos em que esta rotina seja numericamente alta e nenhum
residuos tenha sido detectado, a re-andlise ndo é necessaria para provar a inexisténcia de
residuos. Recuperacbes elevadas e consistentes devem ser investigadas. Se uma tendéncia
ocorre na recuperacdo ou resultados potencialmente inaceitaveis ( acima do valor de % RSD
dado na tabela 2) sao obtidos, as causas devem ser rigorosamente investigadas.

Dados insatisfatorios de residuos devem ser corroborados pela faixa de recuperacao dada na
tabela 2, pelo menos para as anadlises de confirmacdo. Caso a recuperacao nesta faixa ndo seja
alcancada, as sancbes nao devem ser necessariamente eliminadas, entretanto, esta baixa
precisdo deve ser informada ao solicitante da amostra.

6.8 Ensaios de proficiéncia e a analise de materiais de referéncia

O laboratério deve participar regularmente de ensaios de proficiéncia de provedores relevantes.
Casos resultados questionaveis ou inaceitaveis sejam obtidos, as causas raiz do(s) problema(s)
devem ser investigadas e, particularmente nos resultados inaceitaveis, os procedimentos devem
ser retificados antes da realizacdo de novas analises pelo laboratério.

Analises intralaboratoriais com materiais de referéncia devem ser regularmente analisadas a fim
de conferir evidéncias da performance analitica. Onde praticavel, intercambio destes materiais
entre os laboratérios fornece verificagdo de precisdo adicional e independente.

6.9 Confirmacao dos resultados

6.9.1 Principios da confirmacao

Resultados negativos (residuos abaixo do LMR) devem ser considerados confirmados no caso de
em que as recuperacoes e os valores de MNC medidos para o grupo de analises seja aceitavel.
Resultados negativos de analitos representados (por inferéncia) baseiam-se somente em
medidas indiretas de recuperagdo e MNC (a partir dos dados obtidos de analitos representativos),
logo devem ser interpretados com cautela.

Resultados positivos (residuos acima do LMR) geralmente necessitam de confirmacao adicional.
Em adicdo aos requerimentos listados abaixo para analise confirmatdéria dos resultados, a
confirmagdo de analitos representados (i. €. aqueles que ndo possuem calibragao e recuperagao
especifica) deve ser apoiada por calibracdo e determinacdo da recuperacdo. A analise
confirmatoria ndo é obrigatoria para todos os casos, esta deve ser decidida pelo laboratorio,
conforme o caso (obviamente seguida das devidas justificativas).

Resultados acima do LMR suspeitos ou de residuos pouco comuns devem ser identificados por
pelo menos uma técnica, ou combinacdo destas, disponiveis, e os parametros quantitativos
devem ser confirmados por anadlises adicionais. Diferentes combinacdes de clean-up,
derivatizacdo, separacdo e técnicas de deteccdo podem ser usadas para subsidiar a confirmacao.
O uso de sistemas de deteccdo altamente especifico, como a espectrometria de massas, é
recomendado.
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Detectores seletivos empregados na CG ou CL, como ECD’, FPD®, NPD?, DAD'® e fluorescéncia,
possuem especificidade limitada. O uso destes, mesmo com o uso de colunas com diferentes
polaridades, podem dar somente evidéncias limitadas da confirmagdo. Estas limitagdes podem
ser aceitdveis para residuos que freqlientemente sejam encontrados nos alimentos,
especialmente, no caso de existir evidéncias de confirmagOes anteriores por técnicas mais
especificas. Estas informacdes devem estar especificadas nos relatorios de ensaios.

6.9.2 Separacao cromatografica

Determinacbes de espectrometria de massas dos residuos normalmente sdo utilizadas em
conjugagao com a técnica de separagdo cromatografica para fornecer simultaneamente:

i) Tempo de retencdo;
i) Razdo da massa/carga ibnica;
iii) Riqueza dos dados.

Para procedimentos que se utilizem de GC-MS CG-MS, a separacdo cromatografica deve ser
conduzida utilizando-se de colunas capilares. Para procedimentos de CL-MS a separacgao
cromatografica deve ser feita valendo-se de qualquer coluna de CL adequada. Em cada um dos
casos, o tempo de retengdo minimo aceitavel deve corresponder a pelo menos a duas vezes o
tempo de esvaziamento do volume da coluna. O tempo de retengao (tempo de retencdo relativo)
de um analito na amostra deve ser compativel com o tempo obtido com o padrdo de calibragdo
(pode ser necessaria calibragdo combinada com a matriz) dentro de uma janela de tempo
especificada, que deve ser feita levando-se em consideracdao o poder resolucdo do sistema
cromatografico. A razdo do tempo de retencdo cromatografica de um analito e um padrédo interno
adequado, i. e., tempo de retencao relativo do analito, deve corresponder ao encontrado na
solucdo padrdao com uma tolerancia de £0,5% para CG e £2,5% para CL.

6.9.3 Confirmac3o por Espectrometria de Massas (MS'!)

O termo “confirmacdo por espectrofotometria de massas” geralmente refere-se a evidéncia
decisiva que a amostra contém o analito, ou seja, uma prova de identidade. A determinacao
guantitativa deste analito somente pode ser realizada por uma segunda analise no equipamento
de leitura original (ex.:0rganoclorados por CG-ECD).

O espectro de referéncia de uma analito deve ser feito utilizando-se dos instrumentos e técnicas
empregadas para as amostras rotineiras. Em casos que existam diferencas evidentes entre o
espectro publicado e o gerado pelo laboratério, o ultimo deve ter comprovacao de ser valido. A
fim de se evitar as distor¢Ges das razbes idnicas, a quantidade empregada de analito ndo deve
sobrecarregar o detector.

Diagnosticos de cromatogramas de ions deve possuir picos (um minimo de 3 pontos, superando
a relacdo S/N 3:1) com tempo de retencao, formato e razdo da resposta obtido de um padrao de
calibragdo analisado no mesmo grupo. Onde cromatogramas de ions ndo relacionados
demonstram picos com tempo de retencao e forma semelhantes ou onde o cromatograma iénico
nao € disponivel, andlises confirmatdrias adicionais podem ser necessarias. Onde um
cromatograma i6nico demonstra evidencia de significante interferéncia, este ndo deve ser
utilizado para quantificar ou identificar residuos.

7 Electron Capture Detector

¥ Flame Photometric Detector

? Nitrogen Phosphorous Detector
' Diode Array Detector

' Espectrometria de Massa
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Cuidadosa subtracdo do espetro de fundo (“background spectra”) pode ser exigida para
assegurar que o espectro resultante do pico cromatografico seja representativo. Quando a
correcao do espectro de fundo for aplicada, esta deve ser realizada de maneira uniforme por todo
grupo de analises e devem ser claramente indicados. O espectro podera ser uma evidéncia de
identidade, onde os ions ndo relacionados ao analito em um espectro ndo excedam 25% do valor
da intensidade do pico base do espectro de eletro-inozagdo, ou 10% de todos os outros métodos
de ionizagao.

Onde ions ndo relatados excedam estes limites, e estes sejam derivados de espécies
cromatograficamente sobrepostas, evidéncias adicionais devem ser exigidas. A auséncia de ions
nao relacionados no espectro de eletro-ionizacdo pode ser usada como evidéncia de identificacao
no caso em que o analito seja muito simples. A razdo da intensidade dos principais ions devem
estar de acordo com os limites estabelecidos na tabela 3. Onde um cromatograma i6nico
demonstra significativa interferéncia, este ndo deve ser utilizado para determinar a razéo da
intensidade. O ions que evidenciar a melhor razdo sinal/ruido e nenhuma evidéncia de
interferéncia cromatografica significativa deve ser utilizado para os procedimentos de
guantificacao.

A obtencdo de espectros por EI-MS!? ou MS/MS!'® pode dar boas evidéncias da identidade e
quantidade do analito em muitos casos. Em outros casos, como os espectros de massas
produzidos por outros processos (ex: CI', API!®) podem n&o ser suficientes para uma
confirmacdo absoluta da identidade, podendo ser exigido a obtencdo de evidéncias mais
concisas. Estas evidéncias podem ser dadas em situagGes em que a razao isotdpica do(s) ion(s),
ou o perfil cromatografico dos isdbmeros do analito seja muito caracteristicos. Caso nao seja desta
maneira, a evidéncias podem ser obtidas através de:

(i) um sistema de separacdao cromatografica diferente;
(i) uma técnica de ionizagao diferente;
(i)  MS/MS

(iv)  MS de média/alta resolucao; ou
(v)  Induzindo fragmentacdo na fonte (“in-source) na ou LC-MS CL-MS?®

Onde, através da varredura de uma escala limitada de massas ou pela SIM (Secondary Ion Mass
Spectrometry), o aumento da sensibilidade é essencial, o requisito geral minimo para os dados
obtidos de 2 ions sdo m/z >200 ou para 3 ions sdo de m/z >100, preferencialmente o ion
molecular deve ser incluido. Para alguns poucos analitos estes requisitos talvez ndo possam ser
aceitos, ions com m/z <100 podem também fornecer evidéncias adicionais. Entretanto, ions
originados de maneira ordindria podem ser de pouca serventia, como algumas moléculas com

+
cargas positivas (cations) ou adutos, como por exemplo o [M+NH4] , formado no LC-MS. As

razoes de intensidade obtidas de ions isotdpicos mais caracteristicos (ex.: aqueles que contém Cl
ou Br) podem ser particularmente Gteis. Os ions selecionados para o diagndstico ndo devem ser
originados exclusivamente da mesma parte da molécula mae.

Para uma varredura completa e SIM a intensidade relativa dos ions encontrados, expressos como
a percentagem da intensidade do ion ou transicdo mais intenso (abundantes), deve corresponder

12 Electron impact-mass spectrometry

13 Seqiiencial mass detector

'* Chemical ionization

!5 Atmospheric Pressure Ionization

' Cromatografo liquido acoplado com detector de massas
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a aquela obtida com o padrdo de calibracdo, em concentracdes comparaveis e medidas nas
mesmas condicdes. As solugbes para a calibragdo combinada com a matriz podem ser
necessarias. A tabela 3 indica as tolerancias maximas

Tabela 3. Tolerancias maximas permitidas para intensidades i0Gnicas relativas usando diversas
técnicas espectrométricas.

Intensidade EI-GC-MS CI-GC-MS, LC-MS,

relativa (relativo) LC—MSn GC—MSn lati

(% do pico da ! (relativo)
base)
> 50 % £ 10 % £+ 20 %

> 20% a 50 % £ 15 % £ 25 %

> 10 % a 20 % + 20 % + 30 %
< 10% £ 50 % £+ 50 %

Faixas de tolerancia grande podem levar mais provavelmente a um grande nimero de resultados
falso positivos. Da mesma forma, se as faixas de tolerancia forem reduzidas, o niumero de falsos
negativos aumenta. A intensidade relativa dos ions diagnosticados e/ou pares i6nico de
precursores/produtos devem ser identificados pela comparacdo do espectro ou pela integracao
dos sinais Unicos dos tracos de massa.

Quando toda a varredura do espectro é gravada e, um Unico espectro de massa, um minimo de 4
ions deve estar presente com uma intensidade relativa = 10% do valor do pico da base. O ion
molecular deve ser incluido, caso esteja presente no espectro de referencia com uma intensidade
relativa =10%. Pelo menos 4 ions devem estar dentro dos limites permitidos de tolerdncia de
intensidade i6nica (tabela 3). Bibliotecas eletrénicas (computador) podem ser utilizadas. Neste
caso, a comparacao dos dados do espectro de massa das amostras analisadas, quando
comparadas com os dados da solucdo de calibracdo tem sido um fator de combinacgdo critico.
Este fator deve ser determinado durante a validagcdo metodoldgica para cada analito, VariagGes
do espectro causadas pela matriz e pela performance do detector devem ser verificadas.

6.9.4 Confirmacdo por um laboratorio independente

Onde for praticavel, os resultados confirmatérios oriundo de outro laboratério, com conhecida
capacidade analitica, fornece importante subsidio relativo a quantificacdo do analito.Caso
diferentes técnicas de determinagdo sao utilizadas, esses dados fornecem importantes subsidios
relativos a identificacdo do analito.

6.10 Elaboracdo dos relatérios de ensaio

6.10.1 Expressao dos resultados

Os resultados devem ser expressos com o nome quimico ao qual foi registrado na ANVISA. A
unidade de expressao € mg/kg. O complemento do valor numérico dos resultados deve estar
conforme a tabela 4. Os dados relativos aos LMR podem ser obtidos no seguinte endereco:
http://www.anvisa.gov.br/toxicologia/monografias/index.htm
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Tabela 4 - Complemento do valor numérico dos resultados de acordo com seu status na ANVISA.

Residuos Limite de detecgao Limite de LMR
quantificacao

Autorizados R < LD R < LQ R < LMR R > LMR
satisfatério satisfatorio satisfatorio | insatisfatorio
Nao autorizados R < LD R > LD R < LQ Nao se aplica

satisfatorio | insatisfatorio insatisfatorio

1 - Recomenda-se reportar os residuos de agrotdxicos ndo autorizados apenas como = residuos

> LQ
6.10.2 Calculos dos resultados

Geralmente, resultados da analise de residuos de pesticidas ndo sdo corrigidas pelo valor de
recuperacao. Caso estes valores sejam corrigidos, este procedimento deve estar declarado no
relatdrio. Nesta situagdo a correcao deve-se basear na média de 3 recuperacbes preparadas em
uma mesma matriz e analisada em no mesmo grupo de amostras.

Onde o resultado tem origem em uma Unica porcao de anadlises (ex: no caso de residuos que nao
ultrapassaram o LMR), o resultado deve ser originado da técnica de deteccdo considerada mais
precisa. Onde os resultados sdo provenientes de duas ou mais técnicas equitativamente precisas,
a média dos valores encontrados deve ser relatada.

Onde duas ou mais porgdes analiticas foram analisadas (ex: residuos que ultrapassaram o LMR),
a média aritmética dos resultados mais precisos obtidos de cada porcdo deve ser relatada. Onde
uma boa homogeneizagdo das amostras é conseguida, o desvio padrdo relativo (RSD) do
resultado do laboratério (reprodutibilidade) entre as porgdes testadas ndo pode ultrapassar 30%
para residuos significantemente encontrados acima do limite de quantificacdo (LQ). Em valores
proximos a LQ, a variacdo de RSD podera ser maior e extremo cuidado deve ser tomado na
decisao se o LMR foi ultrapassado ou ndo.

6.10.3 Arredondamento de resultados

E essencial a manutencdo da uniformidade dos resultados relatados. De maneira geral resultados
>0,01 e <10 mg/kg devem ser arredondados para dois algarismos significativos, valores =10
mg/kg devem ser arredondados para trés algarismos significativos ou para um ndmero inteiro. A
expressao dos LMR deve ser arredondada para um algarismo significativo, no caso de valores
<10 mg/kg e para dois algarismos significativos quando o LMR =10 mg/kg. Estes requisitos nao
necessariamente refletem a incerteza associada com os dados. Algarismos significativos
adicionais podem ser registrados para fins estatisticos. Em alguns casos os procedimentos de
arredondamento podem ser especificados pela ANVISA.
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6.10.4 Incerteza de medicao

Um dos requisitos da norma ISO/IEC 17025 é que os laboratérios determinem e disponibilizem o
valor da incerteza associada aos resultados. Para isto o laboratério deve utilizar-se de dados, os
quais serdao aplicados para a determinacdo da incerteza associada, oriundos da validacdo/
verificac@o metodoldgica, ensaios de proficiéncia e outros estudos interlaboratoriais e controle
interno da qualidade analitica. A medida da incerteza é um indicador quantitativo da
confiabilidade dos dados analiticos e descreve o resultado de uma avaliagdo com o propodsito de
determinar o intervalo dentro do qual estima-se que esteja o valor verdadeiro, geralmente
associado a um nivel de confianca.

Os dados da incerteza de medicao devem ser aplicados cautelosamente para que se evite a falsa
sensacao de certeza sobre o valor verdadeiro da medicdo. Estimativas de incerteza tipicas sao
baseadas em dados prévios e podem ndo refletir a incerteza associada a analise da amostra
corrente. A incerteza tipica pode ser estimada usando-se o “Guia para Expressdo da Incerteza de
Medicao” ou o guia EURACHEM/ CITAC “Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement”
(disponivel em http://www.measurementuncertainty.org/mu/guide/index.html). Os valores
utilizados podem ser originados ma validagdo metodoldgica, da analise de materiais de referéncia
ou de outras anadlises de controle interno. Reprodutibilidade pode ser utilizada como base,
entretanto a contribuicdo de fontes adicionais de incerteza (ex: heterogeneidade da amostra
para cada porcdo analitica [devido a diferencas intrinsecas, na preparacao, processamento e sub-
amostragem da amostra], eficiéncia da extracdo e diferengas nas concentragdes dos padrées)
também deve ser incluida. Os valores de RSD podem ser originados dos procedimentos de
recuperacao realizado em materiais de referéncias. Dados de incerteza encontrados
primariamente para um analito e uma matriz, geralmente sao utilizados para gerar dados para a
extrapolagao dos valores de incerteza para outros analitos e matrizes, contudo, esta acdo deve
ser tomada com extrema cautela. A incerteza tende a ser grande em valores de concentracao
baixos, especialmente quando préoximos ao valor de LQ. Isto pode entdo tornar necessaria
calculo da incerteza para uma faixa de valores de concentragao, caso a incerteza seja usada para
uma ampla gama de residuos.

Uma alternativa pratica para a determinacdo da incerteza é através da utilizacdo dos resultados
obtidos em ensaios de proficiéncia. Os resultados dos ensaios de da proficiéncia podem fornecer
uma indicacdo importante sobre a contribuicdo da influencia interlaboratorial a incerteza da
medicdo de um laboratoério individual e de uma justificativa indireta da incerteza de medicao
utilizada.

A analise em replicatas de uma amostra especifica, concomitantemente com a determinacao da
recuperacao, pode melhor demonstrar a exatiddo do resultado de um laboratério e justificar o
uso de valores de incerteza de medicdo refinados. Neste caso, cuidados sempre devem ser
tomados em relagdo a influéncia interlaboratorial. Este dado de incerteza inclui a repetibilidade
da sub amostragem e andlise. Esta pratica podera ser utilizada que os resultados analiticos sdo
extremamente importantes (ex: valores duvidosos proximos ao LMR e interesses econ0micos).

Relatérios baseados no MMC eliminam a necessidade de se considerar a incerteza associada com
residuos encontrados em niveis abaixo dos abaixo do LQ.
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6.10.5 Interpretacdo dos resultados

A avaliagdo de se um residuos em uma amostra violou ou ndo o LMR estabelecido, somente é um
problema quando o nivel deste residuos e relativamente proximo do LMR. Nestes casos a decisdo
deve levar @ em conta a opinidao da ANVISA, os dados do controle de qualidade analitico.
Sugerimos o estabelecimento de critérios. E os resultados das replicadas das porcdes teste. A
possibilidade de perda de residuos ou contaminacdo cruzada também deve ser levada em conta.

Considerando os resultados dos ensaios de proficiéncia europeus (para frutas e vegetais,
utilizando métodos multiresiduos), Um valor padrdo de incerteza de medicdo é de 50% (nivel de
confianca de 95%) este valor cobre as variabilidades interlaboratoriais. Recomenda-se o uso
destes valores pela ANVISA e pelas Vigilancia Sanitarias Estaduais e Municipais para a tomada de
decisdo. Este valor esta de acordo com o descrito pelo Codex Committee on Pesticide Residues
(CCPR 2005, ALINORM 05/28/24). Um pré-requisito para o uso do valor de incerteza expandida
de 50% é que o laboratorio tenha calculado a sua propria incerteza e que esta seja abaixo de
50%. Em casos que um LMR é excedido ao mesmo tempo de que a dose aguda de referencia,
uma incerteza expandida com um nivel menor deve ser utilizado como medida de precaucao.

Caso o laboratério experimente, em casos extremamente particulares, valores inaceitaveis de
repetitividade e reprodutibilidade (ex: concentracbes extremamente baixas dos analitos), z-
scores ndo satisfatorios durante ensaios de proficiéncia, o uso de um valor de incerteza maior
deve ser considerado (caso a caso).

Para resultados obtidos em métodos monoresiduos (em particular, se padrGes internos
isotopicamente marcados sdo utilizados), uma incerteza de medicdo expandida de menor valor
pode ser usada, sendo necessaria as devidas evidéncias de que a RSD seja <25%.

Normalmente os resultados da analise de agrotéxicos ndo sdo corrigidos pela taxa de
recuperacao, entretanto, este procedimento deve ser tomado quando a valor de recuperacao for
significativamente diferente de 100% (tipicamente <70%, com boa precisdao). Neste caso a
incerteza associada a recuperacao deve ser levada em conta.

O resultado preferencialmente deve ser relatado junto com a incerteza expandida (U), de acordo
com o exemplo que segue: como segue: X = U (unidade), onde x é o resultado encontrado e U é
a incerteza de medicdo expandida.

7. INTERPRETACI\O E EMISSAO DOS RELATORIOS DE ENSAIOS
7.1 - Consideracdes

Os relatorios de ensaio devem conter, além das informagoes legalmente exigidas, informagoes
sobre a cultura analisada, os agrotéxicos encontrados, quais destes apresentam niveis
satisfatorios (i.a. autorizado para a cultura, e abaixo do LMR), quais destes ndo apresentam
niveis satisfatérios (i.a. autorizado para a cultura, mas acima do LMR), i.a.s ndo autorizados para
a cultura, a concentracdao dos mesmos, métodos utilizados, limites de deteccdo e quantificacao
(ou determinacao), LMRs, data de recebimento, de realizacdo e emissao do laudo da amostra.

Os relatérios de analise deverao ser emitidos em até 30 dias apds o recebimento das amostras
pelo laboratdrio. Caso o prazo seja ultrapassado, o laboratorio devera informar a vigilancia
sanitaria (remetente da amostra) e a coordenacdo de amostragem do PARA, qual foi o motivo do
atraso.
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7.2 - Ingredientes ativos de uso nao autorizado

Neste caso, o resultado do laudo de analise serd considerado insatisfatério quando os valores
encontrados forem maiores ao limite de deteccdo do ingrediente ativo determinado pelo
laboratorio.

7.3 - Ingredientes ativos de uso autorizado para a cultura

Quando forem detectados agrotéxicos de uso autorizado, o resultado do laudo de analise
somente sera considerado insatisfatério quando os valores encontrados ultrapassarem os Limites
Maximos de Residuos (LMR) determinados pela ANVISA.

8. DOCUMENTOS RELACIONADOS

POP AMOST PROC - 1 - Planos de Amostragem e Documentacao
POP AMOST PROC - 2 - Procedimentos para Amostragem no Local
POP AMOST PROC - 3 - Acondicionamento e Expedicdo de Amostras
POP AMOST PROC - 4 - Cadeia de Custddia para Amostras

Fichas de envio das amostras

ATENCAO: Somente as versdes eletronicas e as respectivas coépias fisicas aprovadas,
revisadas, carimbadas com a estampa “copia controlada” e assinadas sdo documentos
controlados. Qualquer documentacdo fora destas especificagdbes ndo é um documento
controlado. Verifique o status da ultima revisdao no site da GGLAS\ANVISA:
http://www.anvisa.gov.br/reblas/index.htm
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ANEXO 1 - COMMODITIES /AMOSTRAS REPRESENTATIVAS PARA A VALIDAGAO DE
PROCEDIMENTOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS.

Cereais processados

GRUPO DA COMMODITY PROPRIEDADES CLASSE DE PRODUTOS ESPECIES
COMUNS REPRESENTATIVAS
Produtos vegetais
I Alta taxa de agua e | Folhosos brassicas, Alface, espinafre
clorofila Folhosos Brdcolis, repolho, couve crespa
leguminosas Vagem
11 Alta taxa de agua e pouca | Pomos Macd, péra
ou nenhuma taxa de | Drupas Péssego, cereja
clorofila Bagas Morango
Frutas pequenas Uvas
Hortalicas\Frutos Tomate, meldo, pimentdo
Fungos Cogumelos
111 Alta acidez Citricos Laranja, limao
v Alta taxa de acucar Uva passa, tdmara
\Y Alta taxa de o¢leo ou | Sementes oleosas Abacate, semente de girassol
gordura Castanhas Nozes, Noz pecam, pistache
\% Materiais desidratados Cereais Trigo, arroz, milho

Farelo de milho, farinha de trigo

Produtos que necessitam
de andlises individuais

Ex.: Alho, lGpulo, cha,
especiarias, amora

Produtos de origem animal

Carnes Bovina, frango
Visceras Rim, figado
Gorduras Gordura ou carne
Leite Leite bovino

Ovos Ovos de galindceos
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GRUPO

ANEXO 2 -PRINCIPAIS GRUPOS DE PESTICIDAS

DESCRICAO

Ftalamidas

Grupos nitrila/ciano ligados pos dupla ligagao
Halogenados aromaticos
Conazdis e metabolitos
Clorados (ciclo\ciclodienos)
Carbamaldeidos

Dinitroanilinas

Piretréides e metabdlitos
Triazinas

Fenil pirrdis

Organofosforados e metabdlitos
Carbamatos and metabdlitos
Tiocarbamatos

Urea\ uracilas

Heterociclicos nitrogenados
Metoxi-acetamidAs
ImidazolinonAs

Fenodxi acido

Oxihidrocarbonos

Estrobilurinas

Neonicotinils

Diacildrazinas

Acido ethanosulfonico (ESA) e Acido oxanilico (AO) e metabdlitos
Sulfonil uréias

Acido tetronico
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ANEXO 3 - GRUPOS DE MULTIRESIDUOS PARA FRUTAS, LEGUMES E VERDURAS

NOME DO COMPOSTO

1-naphthol
1,2,4-triazole

2,4-DB

2,4-D

2,4,5-T
3-hydroxycarbofuran
5-hydroxythiabendazole
Acephate
Acetamiprid
Acetochlor
Acetochlor ethanesulfonic
Acid

Acetochlor oxanilic acid
Acibenzolar-S-methyl
Acifluorfen

Alachlor

Alachlor ethanesulfonic
Alachlor oxanilic acid
Aldicarb

Aldicarb sulfone
Aldicarb sulfoxide
Aldrin

Allethrin

Ametryn

Amitraz

Anilazine

Atrazine

Azinphos methyl
Azinphos methyl O-analog
Azoxystrobin
Bendiocarb
Benfluralin

Benomyl

Benoxacor
Bensulfuron methyl
Bensulide

Bentazon

BHC alpha

BHC beta

Bifenazate

Bifenthrin

Boscalid

Bromacil

Bromoxynil
Bromuconazole-46
Bromuconazole-47
Buprofezin

Butachlor

Butylate

Cadusafos

Captafol

FORMULA MOLECULAR.

C1oHgO
CoH3N3
C10H10Cl>03
CsHeCl,03
CsHsCl303
C12H15sNO4
C1oHsgN30S
C4H10NOsPS
C1oH11CIN4
C14H20CINO>
CgH21NOsS
C14H1oNO4
CgHsN>0S;
C14H21NOsS
C14H20CINO,
CgH21NOsS
Ci14H19NO4
C7H14N20,S
C7H14N204S
C;7H14N205S
C12HsClg
C19H2603
CoH17NsS
CioHa3N;3
CoHsCl3N4
CgH14CINs
CIOH 12N3O3PSZ
CioHgO
C10H12N304PS
C22H17N305
C11H13NO4
Ci3H16F3N304
Ci14H1gN4O3
C11H11CILNO,
Ci6H18N4O5S
C14H24NO4PS;3
C10H12N203S
CeHeClg
CeHeClg
C17H20N203
Ca3H22CIF30,;
CisH12CILN,0O
CoH13BrN,0,
C7H3BI’2NO
C13H12BrClLN3O
C13H12BrCI2N30
Ci16H23N30S
C17H26CINO,
C1:1H23NOS
C1oHOPS;
C10HsCI4sNO,S

FAMILIA QUIMICA
carbamate metabolite
triazole metabolite
phenoxy acid
phenoxy acid
phenoxy acid
carbamate metabolite
carbamate
phosphoramidothioic
neonicotinyls
chloroacetanilide
chloroacetanilide
metabolite
chloroacetanilide
metabolite
thiadiazole
diphenyl ether
acetamide
chloroacetanilide
metabolite
chloroacetanilide
metabolite
carbamate
carbamate
carbamate
cyclodiene
pyrethroid
triazine
amidine
oxon
strobilurin
carbamate
dinitroaniline
benzimidazole
benzoxazine
sulfonyl urea
organophosphate
thiadiazinone dioxide
hexane ring
hexane ring
hydrazine carboxylate
pyrethroid
anilide/pyridine
uracil
phenol
conazole
conazole
thiadiazinone
chloroacetanilide
thiocarbamate
phosphorodithionate
phthalimide

GRUPO*
14
4
20
20
20
14
4
11
23
6
25
25
4
3
6
25

Single
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Captan

Carbaryl
Carbendazim
Carbofuran
Carbophenothion
Carboxin
Carfentrazone ethyl
Chloramben
Chlordane cis
Chlordane trans
Chlorethoxyfos
Chlorfenapyr
Chlorfenvinphos total
Chlorimuron ethyl
Chloroneb
Chlorothalonil
Chlorpropham
Chlorpyrifos
Chlorpyrifos methyl
Chlorpyrifos O-analog
Clofentezine
Clomazone
Clopyralid
Clothianidin
Coumaphos
Coumaphos O-analog
Cyanazine
Cyazofamid

Cycloate

Cyfluthrin
Cyhalothrin (lambda)
Cyhalothrin (lambda epimer
R157836)
Cyhalothrin total (Lcyhalothrin
+ R157836

epimer)

Cymoxanil

Cyprodinil
Cyromazine

DCPA

DCPA mono acid
DDD o,p'

DDD p,p'

DDE o,p'

DDE p,p'

DDT o,p'

DDT p,p'

DEF (Tribufos)
Deltamethrin
Demeton

Desethyl atrazine
Desethyl-desisopropyl
atrazine

Desisopropyl atrazine

CoHgCIsNO,S
C12H1:NO;
CoHgN30>
C12H15NO3
Ci11H16CIO,PS5
Ci2H13NO2S
Ci5H14Cl>F3N303
C;HsCI,NO,
C10HeClg
C10HeClg
CeH11Cl403PS
Cis5H11BrCIFsN,O
Ci2H14Cl504P
Ci5H15CIN4O6S
CsHsCl,0;
CsClI4N;
C10H12CINO,
CoH11CIsNO5PS
C;H,CIsNOsPS
CoH11CIsNO4P
Ci4HsgCIoN4
C12H14CINO,
CsH3CINO,
CgHsCINsO,S
C14H16CIOsPS
C14H16CIO6P
CoH13ClINg
Ci13H15CIN4O,S
Ci1H2:NOS
C,2H15CIL,FNO3
C23H19CIF3NO5
C23H19CIF3NO3
C23H19CIF3NO5
C7H10N4O3
C22H19Cl>:NO3
C24H2sNO3
Ci5H1s8CIN3O
CiaH1sN3
CeH10Ns
C10HsCl104
CoH4Cl404
Ci4H10Cl4
Ci4H10Cl4
Ci14HsgCly
C14HgCls
Ci4HoCls
Ci4HoCls
C12H2,0PS;
C2oH19BrNO3
CgH1505PS,
CsH10CINs
CsH4CINs
CsHgCINs
Ci6H16N204

phthalimide
carbamate
benzimidazole
carbamate
organophosphate
carboxamide
fluorophenyl triazole
benzoic acid
cyclodiene
cyclodiene
phosphorothioate
pyrrole
organophosphate
sulfonyl urea
chlorobenzene
phthalimide
carbamate
phosphorothionic acid
phosphorothionic
oxon
tetrazine
pyridazone
pyridinecarboxylic
neonicotinyl
posphorothioate
oxon
triazine
imidazole
thiocarbamate
pyrethroid
pyrethroid
pyrethroid
pyrethroid
cyanoacetamide
pyrethroid
pyrethroid
conazole
anilinopyrimidine
triazine
phthalic acid
dicarboxylic acid
bridged biphenyl
bridged biphenyl
bridged biphenyl
bridged biphenyl
bridged biphenyl
bridged biphenyl
organophosphate
pyrethroid
phosphorothioate
triazine metabolite
triazine metabolite
triazine metabolite
carbamate

14
Single

Single
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Desmedipham
Diazinon

Diazinon O-analog
Dicamba
Dichlobenil
Dichlorprop
Dichlorvos (DDVP)
Dicloran

Dicofol o,p'
Dicofol p,p'
Dicrotophos
Dieldrin
Difenoconazole
Dimethenamid
Dimethenamid
ethanesulfonic acid

Dimethenamid oxanilic acid

Dimethenamid P
Dimethoate
Dimethomorph
Dinoseb
Dinotefuran
Diphenamid
Diphenylamine (DPA)
Disulfoton
Disulfoton sulfone
Diuron

Endosulfan I
Endosulfan II
Endosulfan sulfate
Endrin
Epoxiconazole
EPTC

Esfenvalerate
Ethalfluralin
Ethiofencarb

Ethion

Ethion di oxon
Ethion mono oxon
Ethoprop
Ethoxyquin
Etoxazole
Famoxadone
Fenamidone
Fenamiphos
Fenamiphos sulfone
Fenamiphos sulfoxide
Fenarimol
Fenbuconazole
Fenhexamid
Fenitrothion
Fenitrothion O-analog
Fenpropathrin
Fenpyroximate

Ci2H2:1N204P
CgHsCl203
C;H5CILbN
CyHsCl,03
C4H,Cl,04P
CeH4CIoN20O;
C14HoClIsO
C14HoClsO
CgH16NOsP
C12H8CI50
Ci9H17CI2N303
Ci14HoCIF;N20;
C12H15CINO,S
C12H19NOsS>
Ci2H17NOLS
C12H15CINOLS
CsH12NO3PS,
C1oH12N20s
C7H14N4O3
Ci6H17NO
Ciz2HiaN
CsgH150,PS5
CsgH1004PS
CoH10CINO
CsHsClgO3S
CoHeCls03S
CoHsClg04S
Ci12HsClsO
Ci7H15CIFN5O
CoH1oNOS
Cz5H2,CINO3
Ci3H14F3N304
Ci1H1sNO2S
CoH2204P254
CoH2206P2S>
CoH2205P,S;
CgH1902PS;
Ci4H19NO
C21H23F2NO>
CsHsCIsN,0S
C22H1N>04
Cy7H17N30S
Ci3H22NO5PS
Ci3H22NOsPS
Ci3H22NO4PS
C17H12CILN0
Ci9H17CINg
C14H17CI.NO>
CoH12NOsPS
CoH12NOgP
C22H23NO3
Ca4H27N304

phosphorothioate
oxon
benzoic acid
nitrile
phenoxy acid
phosphoric acid
nitroaniline
bridged biphenyl
bridged biphenyl
organophosphate
cyclodiene
triazole
urea
acetamide
acetamide metabolite
acetamide metabolite
amide
phosphorodithionic acid
chlorophenyl morpholine
phenol
neonicotinyl
acetamide
amine
phosphorodithioate
sulfone
urea
cyclodiene
cyclodiene
cyclodiene
cyclodiene
conazole
thiocarbamate
pyrethroid
dinitroaniline
carbamate
phosphorodithioic acid
oxon
oxon
dipropyl
phosphorodithioate
quinoline
oxazole
dicarboximide/oxazole
imidazole
phosphoramidate
sulfone
sulfoxide
pyrimidine
conazole
chlorocarboximide
phosphorothioate
oxon
pyrethroid
phenoxypyrazol

Single
18

18
11

11
11

11
11

10
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Fenthion

Fenthion O-analog
Fenuron

Fenvalerate

Fipronil

Fluazifop butyl
Fluazinam

Fludioxonil

Flufenacet

Flufenacet ethanesulfonic
acid

Flufenacet oxanilic acid
Flumioxazin
Flumetsulam
Fluometuron

Fluridone

Fluvalinate

Folpet

Fonofos O-analog
Forchlorfenuron
Formetanate
Halosulfuron
Halosulfuron methyl
Heptachlor

Heptachlor epoxide
Hexachlorobenzene (HCB)
Hexaconazole
Hexazinone
Hexythiazox
Hydroprene

Hydroxy atrazine
Imazalil
Imazamethabenz acid
Imazamethabenz methyl
Imazamox

Imazapic

Imazapyr

Imazaquin
Imazethapyr
Imidacloprid
Indoxacarb

Iprodione

Iprodione metabolite isomer
Isofenphos
Isofenphos O-analog
Kresoxim methyl
Lactofen

Lindane (BHC gamma)
Linuron

Malathion

Malathion O-analog
MCPA

MCPB

Mecoprop (MCPP)

Ci0H1503PS>
C10H1504PS
CoH12N,0
C25H2,CINO;
Ci12H4ClLFsN4OS
Ci5H12F3NO4
Ci13H4Cl3FgN4O4
Ci2HsF2N202
Ci14H13FaN30,S
C11H14FNO,4S
CioH15FN20O2
C12HoF2N50,S
CioH1:F3N20
CioH14F3NO
Ca6H22CIF3N,03
CoH4CIsNO,S
C10H150PS,
C1,2H10CIN5O
Ci11H15N30>
Ci1,H15CINgO,S
Ci12H13CINsO7S
CioHsCly
C;10HsCI;0
CsClg
Ci4H17Cl>N30
Ci2H20N40>
Ci7H2:CIN,O,S
Ci7H300;
CgH1sNsO
C14H14CILN>O
CisH1sN203
Ci6H20N203
CisH19N304
Ci4H17N303
Ci3H1sN303
Ci7H17N303
Ci5H19N303
CoH10CIN5O,
C22H17CIF3N307
Ci3H13CIbN3O3
Cy3H13Cl>N303
Ci5H24NO4PS
Ci5H24NOsP
CisH19NO4
Ci9H15CIF3NO7
CsHeCls
CoH10CILN20,
Ci10H19506PS;
C10H150,PS
CyHsClO3
Ci11H13ClO3
Ci0H11ClO3

phosphorothioate
oxon
urea
pyrethroid
phenyl pyrazole
pyridine
pyridine
phenyl pyrrole
anilide
anilide metabolite
anilide metabolite
N-phenylphthalimide
pyrimidine
urea
pyridine
pyrethroid
phthalimide
phosphorodithioic acid
oxon
phenyl urea
formamidine
sulfonyl urea
sulfonyl urea
cyclodiene
cyclodiene
benzene ring
conazole
triazine
thiazolidine carboxamide
oxyhydrocarbon
triazine metabolite
conazole
imidazolinone
imidazolinone
imidazolinone
imidazolinone
imidazolinone
imidazolinone
imidazolinone
neonicotinyl
carbamate
dicarboximide
dicarboximide
organophosphate
oxon
strobilurin
flurodiphenyl ether
hexane ring
urea
phosphorodithioate
oxon
phenoxy
phenoxy acid
phenoxy acid

11
11
16

10
17
17
10

25
25

10
16
17
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Mepanipyrim

Metalaxyl
Methamidophos
Methidathion
Methidathion O-analog
Methiocarb

Methomyl

Methoprene
Methoxychlor olefin
Methoxychlor p,p'
Methoxychlor Total
Methoxyfenozide

Methyl pentachlorophenyl
sulfide (MPCPS, metabolite
of PCNB)

Metolachlor

Metolachlor ethanesulfonic
acid

Metolachlor oxanilic acid
Metribuzin

Metsulfuron methyl
Mevinphos E/Z
Myclobutanil
Napropamide

Naptalam (Alanap)
Neburon

Nicosulfuron

Nitrapyrin

Norflurazon

Norflurazon desmethyl
Omethoate
o-Phenylphenol

Oryzalin

Oxadiazinon

Oxadixyl

Oxamyl

Oxamyl oxime
Oxychlordane
Oxydemeton methyl
Oxydemeton methyl sulfone
Oxyfluorfen

Parathion ethyl

Parathion methyl
Parathion methyl O-analog
Parathion O-analog
Pebulate

Pendimethalin
Pentachloroaniline (PCA)
Pentachlorobenzene (PCB)
Permethrin cis
Permethrin total
Permethrin trans
Phenmedipham
Phenothrin

CiaH13N3
Ci5H2:NO4
C,HgNO,PS
CgH11N2,04PS5
CsH11N,05PS,
C11H1sNO,S
CsH1oN205S
Ci9H3403
Ci6H14Cl20>
Ci6H15Cl50>
Ci6H15Cl30>
C22H25N203
C;HsClsS
Ci5H2,CINO,
Ci5H23NOsS
Ci5H2:NO4
CgH14N4OS
C14H15Ns06S
C7H1306P
CoH17NOs
C;H14NOsP
CyH1:1CIN,O
Ci5H17CINg
Ci7H2:NO;
CisH13NO3
C12H16CI:N,0
Ci5H1sNsOsS
CsHsClI4N
Ci12HoCIF3NsO
Ci11H,CIF3N30
CsH12NO4PS
Ci2H100
C12H18N4O6S
Ci5H18CIbN203
C14H18N204
C7H13N303S
C10H4ClgO
CgH1504PS,
CsH1505PS;
Ci5H11CIF3NO,4
Ci0H14NOsPS
CgH1oNOsPS
CsH10NOgP
C10H14NOgP
Ci10H2:NOS
Ci3H19N304
CsH,ClIsN
CgHCls
C21H20Cl203
C21H20Cl203
C21H20Cl>03
Ci6H16N204
Ci5H17CINg
C23H2603

pyrimidine
acylalanine
phosphoramidothioic acid
phosphorodithioate
oxon
carbamate
carbamate
oxyhydrocarbon
bridged biphenyl
bridged biphenyl
bridged biphenyl
diacylhydrazine
benzene ring
acetamide
chloroacetanilide
metabolite
chloroacetanilide
metabolite
triazines
sulfonyl urea
butenoic acid
thiocarbamate
triazole
amide
amide
urea
sulfonyl urea
pyridine
pyridazinone
pyridazinone
phosphorothioate
biphenyl
dinitroaniline
oxadiazon
oxazolidine
carbamate
carbamate
cyclodiene
organophosphate
phosphorothioate
diphenyl ether
phosphorothionic acid
phosphorothionic acid
oxon
oxon
thiocarbamate
dinitroaniline
aniline
benzene ring
pyrethroid
pyrethroid
pyrethroid
carbamate
pyrethroid

O 0 O W W
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Phenthoate

Phorate

Phorate O-analog
Phorate sulfone
Phorate sulfoxide
Phosalone
Phosalone O-analog
Phosmet
Phosphamidon
Picloram

Piperonyl butoxide
Pirimicarb
Pirimiphos methyl
Prallethrin
Prochloraz
Procymidone
Profenofos
Prometon
Prometryn
Pronamide (propyzamide)
Propamocarb HCI
Propachlor
Propachlor oxanilic acid
Propanil

Propargite
Propazine
Propetamphos
Propham
Propiconazole
Propoxur
Pymetrozine
Pyraclostrobin
Pyrazon (Chloridazon)
Pyridaben
Pyrimethanil
Pyriproxyfen
Quinoxyfen
Quintozene (PCNB)
Resmethrin
S-(2-hydroxy)propyl EPTC
Sethoxydim
Siduron

Simazine

Spinosad
Spirodiclofen
Spiromesifen
Sulfentrazone
Sulfometuron methyl
Sulfotep

Sulprofos
Sulprofos O-analog
Tebuconazole
Tebufenozide
Tebupirimfos

C12H1704PS>
C;H1702PS;
C;H17,05PS;
C;H17,04PS3
C;H17,05PS;
C12H1sCINO4PS,
C12H15CINOsPS
C1:1H12NO4PS;
C10H1sCINOsP
CgHsCI3N,0,
Ci9H3005
Ci11H1sN4O>
Ci11H20N305PS
Ci9H2403
Ci5H16Cl3N30;
C13H11CINO,
Ci1H1sBrClOsPS
Ci0H19NsO
CioH19NsS
C1,H11CILNO
CoH20N20;
Ci1:H14CINO
Ci:H13NO3
CoHoCI,NO
Ci9H2604S
CoH16CINs
Ci0H20NO4PS
Ci0H13NO>
Ci5H17Cl2N30;
C11H1sNO3
Ci0H1:NsO
C19H18CIN3O4
CioHsCIN;O
C19H25CIN,OS
Ci2Hi3N3
C20H19NO3
Ci5HgCI,FNO
CsCIsNO,
C22H2603
CoHi1sNOS
Cy7H29NO3S
Ci4H20N20
C;H1>CINs
C41HssNO1o
C42He7NO1o
C21H24Cl204
C23H3004
Ci11H10CIoF2N4O5S
CisH16N4OsS
CgH2005P,S;
C12H190,PS3
Ci12H1903PS;
C16H23CIN3O
C22H28N20>

organophosphate
phosphorodithionic acid
oxon
sulfone
sulfoxide
phosphorodithionic acid
oxon
phosphorodithionic acid
dimethyl phosphate
carboxylic acid
benzodioxole
carbamate
phosphorothioate
pyrethroid
imidazole
dicarboximide
phosphorothioate
triazine
triazine
amide
carbamate
chloroacetanilide
chloroacetanilide
metabolite
anilide
sulfite
triazine
phosphorothioate
carbamate
carbamate
azomethine
strobilurin
pyridazinone
pyridazinone
pyrimidine
pyridine
pyridine
benzene ring
pyrethroid
thiocarbamate
cyclohexene oxime
urea
triazine
antibiotic insecticide
tetronic acid
tetronic acid
triazole sulfonamide
sulfonyl urea
organophosphate
organophosphate
oxon
conazole
diacylhydrazine
organophosphate

11
11
11
11
11
11
11
11
11
20
Single

Single
16

Single
27
27

26
11
11
11

24
11
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Tebupirimfos O-analog
Tebuthiuron
Tecnazene
Tefluthrin

TEPP

Terbacil

Terbufos

Terbufos O-analog
Terbufos sulfone
Tetrachlorvinphos
Tetraconazole
Tetradifon
Tetrahydrophthalimide
(THPI)2
Tetramethrin
Thiacloprid
Thiabendazole
Thiamethoxam
Thiazopyr
Thifensulfuron
Thiobencarb
Thiodicarb
Thiophanate methyl
Tolclofos methyl
Tolyfluanid
Tralomethrin
Triadimefon
Triadimenol
Triallate
Triasulfuron
Triazole acetic acid
Triazole alanine
Trichlorfon (as dichlorvos)
Triclopyr
Trifloxystrobin
Triflumizole
Trifluralin

Triforine
Triticonazole
Vernolate
Vinclozolin
Zoxamide

* Vide anexo 2

GUIA PARA O CONTROLE DA QUALIDADE PARA A ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS
PARA OS LABORATORIOS INTEGRANTES DO PARA.

Ci3H23N205PS
Ci3H23N204P
CoH16N4OS
CeHCI4NO,
C17H14CIF;0;
CoH15CIN,O,
CoH2102PS3
CoH2105PS;
CoH2104PS5
Ci10HsCl4O4P
Ci3H11ClF4N30
Ci12H6Cl40,S
CsgHoNO;
Ci9H25NO4
C10HoCIN4,S
CioH7N3S
CgH10CINsO3S
Ci6H17FsN205S
C11H11N506S>
Ci12H16CINOS
Ci10H18N404S3
Ci12H14N404S;
CoH;,Cl;05PS
C10H13ClLFN,0,S;
C22H19BraNO3
Ci4H16CIN3O;
Ci4H18CIN30,
C10H16CIsNOS
C14H16CINsOsS
C4HeN302
CsHgN4O,
C4HgCl504P
C;H4CIsNO3
CoH13CIN2O;
CaoH19F3N204
Ci5H1sCIFsN;O
Ci3H16F3N304
Ci10H14ClsN4O>
C17H20CIN5O
CioH2:NOS
Ci12HoCI,NO3
Ci4H16CIsNO;

oxon
urea
nitrobenzene
pyrethroid
organophosphate
uracil
phosphorothioate
oxon
sulfone
chlorethylene phosphate
conazole
bridged biphenyl
phthalimide
pyrethroid
neonicotinyl
benzimidazole
neonicotinyl
pyridine
sulfonyl urea
thiocarbamate
carbamate
carbamate
organophosphate
phenylsulfamide
pyrethroid
conazole
conazole
thiocarbamate
sulfonyl urea
triazole metabolite
triazole metabolite
phosphate
acetic acid
uracil
strobilurin
conazole
dinitroaniline
formamide
conazole
thiocarbamate
dichloroanilide
benzamide

Single
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ANEXO 4 - PARAB’IETROS QUE DEVEM SER AVALIADOS NO PROCESSO DE VALIDAGAO METODOLOGICA EM
DIVERSAS CIRCUNSTANCIAS. (Extraido de: GUIDELINES ON GOOD LABORATORY PRACTICE IN RESIDUE ANALYSIS
CAC/GL 40-1993, Rev.1-2003)

Table 2 Parameters to be assessed for method validation in various circumstances

Parameter | Level(s) | No. of analyses or type of test Criteria Comments
required
Cuantitative method Sereening method
1. Within-Laboratory (sinele laboratory) performance of optimised method
.1 Analyte | At <AL, | =5 replicates at each appropriate No significant change in At the end of the storage The test of stability in extracts is required if the
stability  in | or  with | point in time (including zero) and | analyte concentration in period, residues added at analytical method is suspended during the
extracts  and | well for each representative stored extracts and LCL are detectable determination process, and the material will
standard detectabl | analyte/commaodity. analytical standards likely be stored longer than during deter-
solutions e Fortify blank sample extracts to | (P =0.05) mination of precision, or if low recoveries were
residues | test stability of residues. obtained during optimisation of the method.
Compare analyte concentration in During method optimisation, recovery should be
stored and freshly made standard meastired against both “old” and “freshly
solutions. l prepared” calibration standards, if the recovery
extracts are stored. Storage time should
encompass the longest period likely to be
required to complete the analysis.
12 Test the response functions ofall | For linear calibration: For linear calibration: Calibration parameters may be established
Calibration LCL to 2 | analytes included in the method regression coefficient for regression coefficient (r) = | during optimisation of the procedure,
function (3) times | with =2 replicates at =3 analyte analytical standard 0.98. SD of residuals = 0.2 | determination of precision or detection
AL levels plus blank sample. For non- | solutions () = 0.99, For polynomial function capability. Prepare calibration solutions of
Matrix effect linear response, determine the 5D of residuals (S,x) | (r) = 0.05 different concentrations
response curve at = Licl B = . S For MREM perform calibration with mixtures of
=3 replicates. For polynomial  function analytes (“standard mixture”), which can be
Test the matrix effect with all e . ) properly separated by the chromatographic
. The matrix  effect s e
represantative analytes and confirmed if the difference 3}_“'9”"- ) o L
matrices. Apply the standards ST —————ro Ijl‘,e rmatrix |1.'|-._1tcl1ev:_| -.1|1q|_y|:|c_n| ;_t-.1|'!v:|_-.1|d> for
prepared in solvent and sample 12 &l gnillGEmL & R further tests if matrix effect is significant. The
extracts randomly. method validation may not give definite
) information for the matrix effect, because ma-
trix effects change with time, with sample
{sometimes), with column, ete.
.3 Analytical | LCL to 2 | Analyse representative analyte | LOQ should be fit for | All recoveries are The analysts should demonstrate that the
range, (3) times | matrix  combinations: = 5 | purpose. detectable at LCL method is suitable for determining the presence
AL® analytical portions spiked at zero, | Mean recovery and TV of the analyte at the appropriate AL with the
accuracy, LCL, AL and =3 replicates at 2-3 | see Table 3. maximum (false negative and false positive)
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PARA OS LABORATORIOS INTEGRANTES DO PARA.

techniques available.

Analyse =5 blanks of each
representative commodity
oblainad preferably from diflermt
sources, Report analyle equivalent
of blank response.

bi within the critical range
ol replicate chrao-
matographic
datenminaticns.

Parameter | Lewvelisi | No. of analyses or type of test Criteria Comments
recuired
{Juanttative method Screening method

tnieness AL level. The rocovery tests | Mean residue®* measured arrors spacifiad.

precision, . should  he -J|1.'.|-.1-.wJ ameng  the in r-:_l_-:r-:n-.'-: |11.u.l-_:nz1l is nit For MRM. the fortification level of hlank

lirmit af analysts, who will usge the methed, | significantly different from ) o . )

detaction and instruments  that will be | the consensus value (P samples f»lmul_d-.w.-:r L T“':“Hm_”:'l"\s

(LD, limit of imvolved in the analvsis. 005, represenied. [. ensaquently they .|11:|:r nat

quantitation - -:urr-:ﬂh.-lml'.rllll thiz actual AL for the

LOQ) represanlative analyles.

. Forify analytical portions  with  standard
mixiures.
The accuracy and precizion ranges detarminad
for represenfative analyle’matriz combinaticons
can he considensd typical for the method, and
will be wsed as  applicability  criteria  for
axtension o new analytes and commodities, as
wall as initial goidance for intemal quality
conirol of the method.
Report uncomectad resnlls, mean recovery and
CWa of replicates. CVy is equivalent o the
within laberatory reproducibility of analysis of
samiplas.
* Comect the results Tor mean recovary il it is
significantly different from 100 5.
Where the method does not penmil recovery 1o
b estimated, accuracy and precision are thoss
of calibration.

1 4 Specificity | At lowest | Ientify by mass spectromeiry, by | Measurad  response  is | The e of Talse negative Applies only o a specific combination of

and selectivity | calibratio | a similarly specific technique. or | solely due 1o the analyte. | samples (3 error at Al sgparation and detection technigque. Samples of

afl analyte | n level | by the approprigie combination of | Residues measured on iwo | should typically be < 5%, known treatment history may be used instead of

detzction (LICLy sepiaralion and detection | different columns  should untreated samples, for analyles other than that

applied during freatment.

Maturity of sample matrices may significantly
aftiect the blank sample response. Blank values
shall  also be  regulardy  checked  during
paformance virification (see Section 4 helow).
Raport typical peaks present in the exiracts of
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diffizrent polarity. Detenmine and
report resolution (Rg) and failing
factors (T of aritical peaks.

Parameter | Level(z) | Mo. of analyses or type of test Criteria Comments
reguired
Cuanttabive method Screening method
Detenmine and report selectivity hlank samples.
(@1 of detector and  relative The LCL should preferably be = D.3AL, axcept
response factors (RRF)  of when the AL is set at or about the limit of
representative analytes  with quantitation.
specilic detectons usad.. The test may be performed in combination with
the determination of decizion limit and debaction
capability and will also provide informmation for
the relative R and REFz: of compounds.
Alter  chromatographic  conditions  if blank
sample response interfare with the analyte or
use an alternative detaction syslem. Suitable
combination of selective detectors  increases
specilicity, becavse the amount of infonmation
about the analyle is increased.
1.5 Selectivity | At AL Detenming RRU values for all | The nieres peak [ Tentative identification of | Unless the chromatographic separation and
of separation analytes to be tested by the | maximum  should  be | all analytes tested. (Mot all | spectrometric detection is usad in combination,
method  (not only the refaence | separated from the | analytes  need to he | report REL values on columns of differant
compounds . When | designaled analyte peak by | separated) pelarity, which enable the separation (minimum
chromatographic techniques are | at least one full widih at Bz 1.23 of all analyles tested.
usad without spectrometric | 106G of the peak height, or The test may be combined with  the
diztaction, apply ditferent | more seledive detection of datemmination of calibration function and matrix
separna lion principles  and/or | all analytes is requined. effect fsee. 170
detenming RRt-2 on columng of

1.6
Homogeneity
of analytz in
analytical
sample

Al about
Al or
wizll
deteciabl
@

residues

Analys=e =5 meplicate test sample

potions of one  representativie
commodity  frem  each  group
{Tahlz 51, posl-processing,.

Detenming CWs, with analysis of
varianca.

The analyte homogeneity should
bz checked with analytes knewn
to b stable.

CWgp < 10%.

TV, < 15%

For screening methods it
miy be desirable to take a
portion in which residoes

can  be expocted o

bz

highest fe.g. citruz peel)

and achievement
homogengity  may
LINNSC2ssary .

il

bz

LUge preferably  commodities with  inenmad
slgblg surface residues or treat the surace of a
small porticn of the natural units (=20%) of
laboratory sample before cutling or chopping io
represent worst scenario of sample processing.

Processing  validated  for  vse  with  any
stbsaquent procedure, Validation applicable o
other  commoesdities with  similar  phy=ical

properties, and it is independent of the analyte.
The test may be combined with testing sability
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AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

For MEM the analyles tested
should preferably have a wide
range of Pow values. Only 1o be
determined using incurmred
residues.

level applying CVp in the
caleulation.

Or, the consensus value of

reference material and the
mean residue should not
diffar  significantly  ai

Parameter | Level(s) | Mo, of analyses or type of test Criteria Comments
required
Ouantitative method Screening method
ofanalyte (see Section 1.7 of this Tahle)
Detenmine the sampling constant™ 1o caleulate
the sizz of analytical portion required 1o =atisfy
quality eriteria of CVe, < 10% specified.
The ©Vg may nol nesd o be detarmined
separately if the OV ol the incurrad residues
arg within the limits specified in Table 2.
1.7 Amalyte | About Fortify commodities with known | The sibility of the analyte | Analyte added at LCL | The temperature  of  the sample  during
stability Al amounts of analytes belore proc- | need not be specified if the | remains  detectable  afier | processing may be critical. Processing validated
during sample essing the sample. Analyse =3 | average overall recovery of | processing for wuwse with any subsequent  procedure.
processing replicates of each commodity, | analyte  added hetfore Walidation may bhe specific to analyle and'or
post-processing, sample  processing {in- sample matrix.
Apply a stable marker compound | cluding procedural For testing  siability  determing the  mean
together with the analytes tested recoveryl and OV are recovery and CVp of labile and siahle marker
For MREM and group specific | within the ranges specifisl compounds. Use these compounds for inkernal
methods, GSM, several analytes, | in Table 3. [JA lests (see section 4),
which can be well sepamied, can | Quantify  stability if the Express the ratio of avemge concentration of
be tested together. ovarall moovery and  the labilz and stahle compounds to indicate stability
procedural  recovery s of residues. OV's of siahle componds will
significantly diffizrent indicate the within lahoratory repeatability as
{P=0L05), will.
1.8 Extraction | About Analyse =5 replicate portions of | For samples with incumad | The mean incurred | Temperature of the extract, speed of hlender or
elficiency Al samples  or reference  material | residues, the mean resull | residues. known to be | Ulim Turmx,  time  of  eximction  and
orreadily | with incumred residues. obtainad with the reference | present at or about  the | solvenbwatermainx  matio may  significantly
meastl- Compare  the refeence  (or | procedure and the testad | LOG or LOL, are actually | affect the efficiency of extraction. The effeat of
rahle diffizrenty procedure  with that | procedure should not differ | detectable in the samples. these parametas can  be  checked  with
residues under test. significantly at P=0.05 ruggedness  test. The optimised  conditions

should be kept constant as far as possible.

Walidation  is  penerully  applible  for
commodities within one group and reprosaniad
analytes  of similar  physical and  chemical
properies.  Walidation is  independent from

" Wallnce, DL and Krtechvil, B, Aralytical Chemistry, 39, 1987, 126
' Arvbrus, A, Solymszng, E M. and Korsas, 1, 1 Emviron, Sciand Health, B31, 1996, 443,
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Parameter | Level(s) | Mo. of analyses ar type of test Criteria Comments
required
(uantitative method Screening method
P=0.05 lemvel when subsaquent procedures in the method.
calculated with OV, of the The average recovay of each method shall be
method ested. When the datemmined from spiked analytical portions.
W, of the method s Comect resulis with  average  recovery  of
larger  than 0%, the analy=iz il it is significantly different from
mimbar - of  replicate 1 00%,
analyses  has  to he Aocording o some megulations the ability of
increased 0 keep  the screaning kits should be tested to detect a
relative standard error of positive at 93 confidence.
the mean < 5%,
Othawise  quantify  and
report  the efficiency  of
extraction {excluding the
recovery  of  analytical
phuse following the
extraction).
1.9 Analyte | Aboui Apalyse  freshly  homogenised | Mo significant  loss of | Analyte added at lowest | Storage is validated for use with any subsequeni
slahility Al samples  containing  incumed | analyte  during storage | calibration  level, LCL, | procedure. Walidation is specific o analyte.
during sample residues, or homogenise and spike | (P = 0.05) remains  detectable  afier | However, penerally slorage  siability  data
slorge blank samples (tme 0), and then slorage obtained with representative sample matrices
analyse samples storad according can be considersd wvalid for similar matrices.
to normal  procedures of the The matrices shall be selected faking inio
lahoratory (usually at = -18 ") account the chemical sability {e.g. hydrolysis)
The storage time should be = than of the analyke and the intended vse of the
the longest interval  foreseen subsiance. Usaful infommation can be obtained
beiwem sampling and analysis. on stability  during  storage from the IMPR
=5 replicates at each time point. evaluations” or from dossiers submitled  for
When the stored portions are registration
analysed = 4 occasions, test =2 Report the initial residue concentration, the
spiked portions, and = 1 blank remaining  mesidue _-:nn:-:nlrallinn and  the
portion spiked at the time of procedural recovery of the analyla. _
analysis.  Analytical  portions Unnecessary sample slorage can be aveided by
should he thawed only a careful planning fir sampling and conzequent
! FAD, Pesticide Residues in Food — Frahntions: publishal annmally in the series of FAC Plani Production and probeciion Papers
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Parameter | Levelis) | Mo, of analyses or type of test Criteria Comments
required
Cuanbtative method Screening method
immediately  before or  during analysiz  through administrative amangement.,
ilraction. which is not a part of analytical mathosd.
2. Extension aof the validated method
21 Anpalye | Sez 1.1, Cnly i infonmation on  stahility under  the
tability 128149 processing conditions and on the representative
during sampla matrix is nol already availabla
storage,
processing,
and in extracts
and  standard
solutions.
22 Three point calibration anbracing | For  linear  calibmation: | For linear  calibration: | The method validation may not give definite
Calibration LCL to 2 | AL with and  without  matrix | regression  coefficient  for | regression coelTicient (r) = | information for the mairix  effect, because
functicn, (3 AL: matched analytical standards analytical stancard | 098, %10 of  relative | matrix effects change with time, with sample
solutions (1 = 0,99, 813 of | residuals = 0.2 {sometimes), with column, etc.
miatrix effiect relative residuals (8,0 < | For polynomial  function
0.1 (riz 0495,
For polynomial  function
{ri =058,
2.3 Acouracy, | al AL Plannzd in advance: The residues recovanad Analytes added o blank | Use  CWa., esiblished  during  methed
precision, L1, {ay Analyse 3 analytical portions | should be within the aamples at target reporting | validation.
L) of represeniative sample matrices | repeatability limits of the level should be measurable | The method  should only  be  iested  with
of interest fortified at AL method: in all tests. commuodities  representing  the  intended  use
Unexpeciedly found: Three portions; {poasible misuse) of the analyte,
Forify 2 preferably 3 additional | C- Cop = 330W a0
portions  of  analytical  sample | Two portions:
approximately at LI1_-: level of the | €, - C = AW a0
new  analyte.  Caleolate  the [-"'-“'-1' is the Lypical
recovery of added analyte. Use | repeaiability coefficient of
gimilar  sample  mairix o1 | variation of the method to
recovery lest Q6 appropriate | he sdapted,
amount of analytical sample is not | ) =average recovery of the
available.. new analyte, and it shall
comply with Table 3.
2.4 Specificity | At LCI Identify by mass spectrometry, or | Measurad  response  is | The mate of fhlse negative | When the extension for a new analyle is
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Parameter | Level(s) | Mo, of analyses or type of test Criteria Comments
required
(uantitative method Screening method
and selectivity bey the approprigte combination of | soelely due to the analylz, samples (5 emory at AL | planned, the applicability of the methed shall be
of analyte separation anl ditection | The debection system usad | should be < 5%, checked for all mepresentative sample mairices
dibaction technigques available, should hayve equal or betler in which the analyle may oocur,
Plannzd in advance: detector pefformance than When an analybe is unexpedadly detected, the
{a) Analyse one representative those  applied  during perfonmance check may be carnied out for the
hlank sampla from sach method validation. actual matrix alone
commodity group of inferest Rasidves measurad on two Saaalso 4.
{in which the new analyte is different columns  should The responses of blank sampleis) should not
likely to ba present). bi within the critical range interfere with the analytes, which are likely 1o
Analyse new malrix with ol replicate chro- hie measuned in the sample. Report typical peaks
represeniative compounds, matographic presant in hlank extracts.
Unesipectadly found: datemminations.  Relative Thi background noisa of a new matrix eximc
(b1 Check response of hlank relentions of epresentative should b within the range obiaipad  for
sample (il availabla), or analyles  oblaiped  during represeniative commodities sample matrices,
danonstrate that the response | method  wvalidation  and [T the selectivity of detection does not eliminate
measund corresponds =olely | measured should be within the  malrix  response,  use  appropriate
Lo the analyle, using the bast 2% for GLC and 5 %6 for combination of chromatographic columns thal
technigque available in the HPLEC detenminations. cnable the separation of analytes from the
laboratory. makrix peaks. See other options in Tahlz 6.
Check & and RRF of detection
and  RREts  of  representative
analytes.  Compare REL and
response of new  analyte with
other  analytes  tested  during
mithod wvalidation and with blank
TEspOnsss ohtained during
eifension of the method and the
prior validation of the method.
2.5 selectivity | Bec 1.5 R 1A Soe 15 Tl Saa 1.5 Only ifinformation is not available
of separation
206 Extraction | %oz 1.8 Roe LA Soe 1A S LR Saa L& Only ifinformation is not available

el ficiency
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3. Adaptation of the validated method in another laboratory

3.1 Puriby and
suitability  of

Test reagani blank, applicability
of adiabjsorbents and reagents.

Mo interfaring
abwve 0.3 LCL.

TesponsEe

Mo inlerfering
above 0.5 AL

response

Somae of the most comimon problems in mathod
transfar involve diffaences in selection of

chamicals, Parfonm derivatization without reageniz, solvents and chromatographic media,

reagents  and and with sample. or in equipment capabilities. Whenever

adiabisorhant possible, try to confirm actual materials and

| aquipment usad by the method developer, if that
informmation iz not provided with the method or
publication, as received. Substitutions can be
tried after the method is working within your
laboratory.

3.2 Amalye | See 1,10 | See 1.1 See .l See 1.1 This testing may be omiitad i full information

stability in onanalyte stahility iz provided with the method

extmacts  and or if the method is replacing a previously used

standard method for the analyle and the stability

soluticms information has been previously generated for
thz previous method.

33 LCL o 2 | Test the response functions of For linear calibration: For linear calibration: Sees: 1.2

Calibration (31 times | representative analytes included regression coefficiant Tor regrassion coelficient (1) =

fumcticn Al in tha method at =3 analyie levels | analytical standard .58, The 5D of relative

Mairix efTect

plus blank. For non-linzar

solutions (ri= 0.9, The

resicuals = 0.2

response, delerming response 810 of relative residuals For polynomial function
curve at=7 levels and =3 (5.1 =001 (r1 =095,

replicatis. For polynomial  function

Test  the mairx  effect  with e

represeniative analytes and

Imulrices,

34 Analytical
range
accuracy and
pracizion,
limit of
ditaction,
limit ol
quantitation

Blank
exiract
anid or

Al

Analyse representative
analyle’'matrix combinations: = 5
analytical ponions each of hlank
samples spiked at 0 and AL, and 3
portions spiked at 2 AL,

The recovery lests should be
divided among the analysis, who
will uwse the methed, and
instruments that will be imvolved
in the analysis.

Aovernge mecovery and CWy
should  be within  the
ranges given in Tahle 3.

All recoveries detectable at
Ll

Reference materials al Al:
analyte detectked.

Se@comments in 1.3,
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3.5 Bpecificity
and selectivity
of analyle
ditection

At AL

Check performance
characteristics of deteciors used
and compare them with those
specifiad in the method. Check
responsa of ane hlank of each
represaniative commoedity,
otherwise parfomm lest as
deseribiad in section 1.4,

Maasurad  response s
solaly due to the analyta.
The datector perfonmance
{zensitivity and selectivity)
should b equal or belter
than spacifiad in the
method. See section 1.4

The rate of false negative
anmples (4 amory at Al
should typically be < 5%

The relative responza of specific detectors can
substantially vary from madel o model, Proper
chacking of spacilicity of detection is critical for
obtaining reliable resnlis,

Compare blank responss obzerved with bypical
peaks reportad in blank extracts

Sea other comments under section 1 4.

360 Amalyte

Al aboui

Test twio represantative

["',',__-T-'. 111%5

€ "l'l-\.\‘.l %

The tests are paformad to confinm similarity of

“homogeneity | Al of | commaodities of diffarent nalure For screaning methods it application conditions and applicability of
- will may b desirable 1o take a | parameters obtained by the laboratory validating
dizbeciabl portion in which residues the method. When the test resulls in similar
@ can be expectad 1o be g, a5 raportad, the conditions of sampla
rasidues highesl {e.g. citms peali procassing may be conzidenad similar and
and achievement of further test= are not requined for the validaticn
homogencity may ha of the method.
LINEC ES5ArY
3.7 Analyle See ] See 1 See . See ] This testing may be omilted i full information

stability in
exlracts and
standard
solutions

on analybe stability is providad with the method
or if the method is replacing a previously used
method for the analyte and the stability
infonmation has been previously generated for
the previous method.
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