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PROFICIENCY ASSAY OF THE DITHIOCARBAMATES IN BANANA PULP ANALYSIS. A proficiency assay of the determination
of dithiocarbamate pesticide residues in banana was carried out. Fourteen laboratories participated in this study. Homogeneity and
stability testing were performed by INCQS on the samples sent to the laboratories. Analytical results supplied by the pesticide residues
laboratory of the VWA/KvW, Amsterdam, Holland, were used to define the designated value for the thiram concentration in the study
samples. Results: Fifty percent of the participating laboratories had satisfactory results. Efforts are needed to improve the precision of
the analytical results and to decrease the number of false negative results observed.

Keywords: pesticides; dithiocarbamates; interlaboratorial.

INTRODUCAO

O Brasil, como um paifs de extensa drea rural e clima favora-
vel, € um dos maiores produtores e exportadores de produtos agri-
colas do mundo. Entretanto, muitos agricultores ainda ndo seguem
as boas prdticas agricolas e, muitas vezes, utilizam agrotéxicos
indiscriminadamente, tanto no que se refere a quantidade como a
qualidade desses produtos. Tal fato torna-se uma preocupagao para
a saude publica, devido aos danos causados ao trabalhador rural e
ao consumidor.

Os ditiocarbamatos (DTCs) pertencem a um grupo de agrotéxicos
organossulfurados empregados na agricultura com agdo fungicida.
No Brasil existem registrados seis tipos de substancias da classe
dos ditiocarbamatos como ingredientes ativos, para quarenta e um
diferentes tipos de cultura'.

A relevancia toxicoldgica dessas substancias deve-se a seus dois
maiores produtos de degradacdo, etileno tiouréia (ETU) e
propilenotiouréia (PTU), suspeitos de serem bociogénicos,
carcinogénicos e mutagénicos em ratos**. No Brasil, o uso de
ditiocarbamatos em culturas € intenso, conforme relatado pelo pro-
grama gerenciado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), o Programa Nacional de Andlise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos (PARA)*.

O monitoramento de agrotdxicos em alimentos € importante para
avaliar os niveis das frutas e verduras produzidas e comercializadas
no pais; verificar se os limites mdximos de residuos permitidos
(LMR) estabelecidos pela legislacdo brasileira estdo sendo de fato
respeitados; verificar se agrotoxicos ndo registrados na ANVISA
estdo sendo utilizados ilegalmente no pais; investigar se agrotoxicos
devidamente registrados na ANVISA estao sendo utilizados de for-
ma inadequada e, obter dados mais confidveis para a estimativa da
ingestdo didria de residuos de agrotdxicos pela populagdo, uma in-
formacdo fundamental ao realizar o registro de novos agrotéxicos e/
ou renovar o registro dos ja autorizados’.

Poucos sdo os laboratérios que realizam ensaio de determina-
¢do de residuos de agrotoxicos em alimentos no Brasil. Os objeti-

*e-mail: lucia.bastos@incgs.fiocruz.br

vos das andlises realizadas por esses laboratérios normalmente sao
controle da qualidade de produgdo, pesquisa, exportacdo e prote-
¢do da sadde publica. Os laboratérios da rede publica trabalham
majoritariamente com os ultimos dois objetivos.

Para prover confiabilidade aos resultados obtidos nos comple-
xos ensaios de andlise de agrotdxicos € importante a implantagdo,
pelos laboratdrios, do sistema da qualidade baseado na Norma NBR
ISO/IEC 17025°.

O ensaio de proficiéncia (EP) € uma ferramenta prevista nesta
Norma que deve ser utilizado pelos laboratdrios de ensaio para ve-
rificacdo da qualidade dos resultados por ele produzidos. Com a
crescente demanda por provas regulares e independentes de com-
peténcia pelos organismos regulatérios e clientes, os laboratdrios
vém, cada vez mais, participando destes ensaios.

A oferta internacional de EP € boa, entretanto, os custos cobra-
dos para a participacdo sdo, normalmente, muito elevados, o que,
em alguns casos, inviabiliza a participacdo do laboratério em um
ndmero maior de ensaios. Além disso, as dificuldades encontradas
na importacdo das amostras acarreta, muitas vezes, na chegada de
materiais fora do prazo e em condicdes inadequadas de temperatu-
ra e integridade.

PARTE EXPERIMENTAL
Preparo das amostras

As bananas foram coletadas na cidade do Rio de Janeiro, em
local de plantagdo organica (sem aplicacdo de agrotéxicos). Foi re-
alizada andlise prévia da cultura, confirmando-se, assim, a ausén-
cia de agrotdxicos. Apds a remocdo da casca, as bananas foram tri-
turadas em liqiiidificador e a polpa foi transferida para recipientes
de plastico, que ficaram armazenados a -18 °C por 3 dias, antes de
seu envio aos laboratdrios participantes do EP. Ao todo, foram
envasados 90 frascos contendo a polpa de banana.

Uma solugdo do agrotéxico tiram (Tiram, Dr. Ehrenstorfer, Ale-
manha) em acetona (Omnisolv, Merk, Brasil) com concentra¢do
54,60 pg/mL foi preparada, seguindo as Boas Praticas de Laboratd-
rio (BPL)'.

Dentre os procedimentos da BPL cabe ressaltar a especificacdo,
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o preparo e o armazenamento dos materiais de referéncia (MR). Sdo
requisitos da especificagdo possuir alta pureza e ser rastredvel atra-
vés de certificados de andlise reconhecidos por érgaos certificadores’.

As solucdes dos MR preparadas devem ser claramente identi-
ficadas e permitirem total rastreabilidade dos materiais de referén-
cia. Devem ser acondicionadas em frascos ambar com septo de
teflon e guardadas em refrigeradores a temperatura de —18 °C, com
controle de temperatura.

Foram preparados 100 mL da solu¢do e este contetdo foi
redistribuido em porgdes de 1,0 mL em ampolas de vidro de cor
ambar. A solugdo teve sua estabilidade testada por 6 meses, ndo
demonstrando degradacdo nesse periodo.

Envio das amostras

Dezessete laboratdrios inscreveram-se para participacdo no EP
em agrotoxicos organizado pelo INCQS e quatorze enviaram os re-
sultados. O ensaio foi codificado como EP/INCQS AG4.

A cada laboratério participante foram enviadas 4 amostras de
200 g da polpa de banana, envasadas e congeladas, e 3 frascos
contendo 1 mL da solugdo de tiram para fortificagdo. As amostras
de banana foram identificadas como “Branco”, “Amostra 17,
“Amostra 2” e “Amostra 3”, e os frascos de tiram, como “Solu¢ao
para Amostra 17, “Solucgdo para Amostra 2 e “Soluc@o para Amos-
tra 37, respectivamente.

Uma das amostras foi utilizada como “branco” e as outras 3 fo-
ram analisadas seguindo instru¢des enviadas. Resumidamente, foi
solicitada a transferéncia de 200 g da polpa de banana de uma das
amostras para o sistema de reacdo e, em seguida, quantitativamente,
a transferéncia do contetido do frasco contendo a solugio de tiram da
amostra correspondente. Imediatamente ap6s esta operacgdo, orien-
tou-se que se iniciasse o procedimento analitico.

Todos os procedimentos de recebimento da amostra, informa-
¢oes sobre metodologias analiticas e envio de resultados foram fei-
tos em formuldarios especificos, enviados a cada participante.

Teste de homogeneidade

Dentre as 80 amostras de polpa de banana inicialmente
envasadas, 10 foram aleatoriamente separadas e analisadas no
INCQS em duplicata. Na andlise foram seguidas as mesmas instru-
¢Oes enviadas aos laboratdrios participantes. O teste de homo-
geneidade foi realizado segundo o recomendado no “The Interna-
tional Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of Analytical
Chemistry Laboratories” da IUPAC®. Para tal, ap6s a determinagdo
quantitativa do analito, utilizou-se uma andlise de variancia fator
tnico (“one-way” ANOVA) para estimar a variancia amostral (en-
tre amostras) e analitica (intra-amostras — duplicatas) e comparou-
se a estimativa do desvio padrdo amostral com o desvio padrdo do
método analitico utilizado’.

Teste de estabilidade

O teste de estabilidade visa identificar se hd reprodutibilidade
nas determinacdes dos agrotdxicos ao longo do tempo. A avaliagdo
foi realizada utilizando-se a andlise de residuos da regressdo linear.

Para o teste de estabilidade foram analisadas outras 10 amos-
tras de polpa de banana, também separadas aleatoriamente dentre
as 80 preparadas inicialmente. Estas foram armazenadas em conge-
lador (-18 °C), descongeladas e analisadas, nos tempos 0, 7, 14, 21
e 28 dias, isto €, contando-se desde o momento do envio das amos-
tras aos laboratdrios participantes até a data limite estipulada para
recebimento dos resultados.
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Obtencao do valor designado

O valor designado no presente EP foi o resultado emitido pelo
laboratério “Pesticide Analysis Group of the Dutch Food and
Consumer Product Safety Authority” (VWA/KvW) — Amsterda/
Holanda, que € acreditado pelo “Dutch Accreditation Council”
(RvA). Foram enviadas 3 amostras para esse laboratdrio, e cada
uma foi analisada em triplicata. A média dos resultados apresenta-
dos por esse laboratério foi o valor designado.

Metodologias analiticas utilizadas

A metodologia atualmente utilizada para determinagdo de
ditiocarbamatos baseia-se na detec¢@o fotométrica do dissulfeto de
carbono (CS,), liberado na hidrdlise dcida dos DTCs contidos nos
alimentos. O complexo cuprico formado € determinado espectro-
fotometricamente!'*!.

Como metodologias alternativas ao método espectrofotométrico
classico, surgiram as metodologias de andlise cromatografica do CS,
liberado em isoctano'>®. A detecgdo cromatogréfica pode ser por cap-
tura de elétrons, fotometria em chama ou deteccao seletiva por massa.

Recentemente demonstrou-se ser a metodologia tradicional, a
espectrofotométrica, compativel com a cromatografica. Entretanto,
o método cromatografico apresenta maior sensibilidade, rapidez e
utiliza menor quantidade de solventes'*.

Apesar da legislacdo especificar diferentes produtos ditio-
carbamatos para diferentes culturas, esta contempla o limite maxi-
mo residual em CS, para todos, ndo distinguindo os diferentes ditio-
carbamatos utilizados'.

Analise estatistica dos resultados enviados pelos participantes

A fim de avaliar a repetitividade (precisao) dos resultados emi-
tidos pelos laboratérios participantes do EP/INCQS AG4 no ensaio
de determinagdo do teor de tiram em polpa de banana, foram calcu-
lados os coeficientes de variagdo (CV) dos resultados obtidos por
cada laboratdrio para as amostras 1, 2 e 3 (polpas de banana organi-
ca fortificadas com a mesma solucdo de tiram), segundo a férmula’:

A

)/ — A
R1+R2+R3

3

x 100

onde: R1 € o resultado obtido para a Amostra 1; R2 € o resultado
para a Amostra 2; R3 € o resultado para a Amostra 3 e § ¢ 0 desvio
padrao dos 3 resultados obtidos.

O CV considerado satisfatério no presente estudo € o estipula-
do pelo Codex Alimentarius como pardmetro aceitdvel para o en-
saio de agrotéxicos em diferentes amostras de um dado
hortifrutigranjeiro, fortificadas antes da extragdo e em niveis de
concentragdo que variam de >0,1 mg/kg e <1 mg/kg, que é < 15%.

A avaliagdo do desempenho dos laboratdrios foi realizada atra-
vés do calculo do Indice Z, representando uma medida da distincia
relativa do resultado obtido pelo laboratdrio em relag@o ao valor de
referéncia do ensaio de proficiéncia®.

O valor de Z € calculado da seguinte forma:

AN
onde: X € o resultado obtido pelo participante i para a amostra j;
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Tabela 1. Resultados obtidos para teste de homogeneidade da amostra utilizada no EP/INCQS AG4
Amostra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Aliquota 1(mg/kg) 0,318 0,293 0,353 0,320 0,321 0,314 0,335 0,300 0,293 0,349
Aliquota 2(mg/kg) 0,314 0,299 0,292 0,340 0,303 0,321 0,315 0,283 0,301 0,312
X; é a média dos resultados obtidos pelo laboratério de referéncia; 0400
S € o desvio padrio calculado através da Equacdo de Horwitz, para - 0350 A /0\
niveis de concentra¢do >120 ppb e < 13,8%, ou seja'®: g 0%0 \/ T, ¢
£ 0250
8 o200 | —#—Resultados Média |
§_ 0.02x R x 100895 £ o
- 10° g 0100
o
Foi calculado um Indice Z para cada resultado emitido pelos ZZ:E
laboratérios. Dessa forma, cada laboratério obteve 3 diferentes In- " 0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000
dices Z relativos as Amostras 1, 2 e 3. s
emanas

Com os resultados obtidos de Z, foi aplicado o seguinte critério
para avaliacdo do desempenho do laboratério para o ensaio em
questao:

| Z, | <2 > Desempenho Satisfatdrio
2<|Z;| <3 - Desempenho Questiondvel

| Z, | =3 > Desempenho Insatisfatorio
RESULTADOS E DISCUSSAO
Resultado do teste de homogeneidade

Os resultados obtidos pelo INCQS na determinag@o de ditiocar-
bamatos em polpa de banana, com fins a determinar a homogenei-
dade da amostra utilizada no EP/INCQS AG4, encontram-se na
Tabela 1.

A Tabela 2 apresenta o resultado obtido no teste de homo-
geneidade utilizando a andlise de varidncia (ANOVA) fator unico.
Considerando que o teste F(a,o,os) indicouo valorF_  de 1,24015,
bem menor que o F_ . de 3,02038, a amostra foi considerada ho-
mogeénea em relagdo ao agrotéxico tiram.

Tabela 2. Anova: fator tnico para o agrotéxico tiram

Fonte SQ gl MQ F valor-P F critico

da variagio

Amostras 0,0037 9 0,00041 1,24015 0,36900 3,02038
Repetitividade 0,0033 10 0,00033
Total 0,0071 19

Resultado do teste de estabilidade

Os resultados obtidos pelo INCQS na andlise de tiram em polpa
de banana, na determinagdo da estabilidade da amostra utilizada
no EP/INCQS AG4, sdo apresentados na Figura 1.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na estimativa da
varidncia dos valores utilizados na regressdo linear. Considerando
que o coeficiente angular da reta obtida na andlise de regressao
(Varidvel X, na Tabela 3) foi aproximadamente zero para o agrotoxico
estudado, a amostra foi considerada estavel em relagdo a este.

Resultados do laboratério de referéncia

O laboratério VWA/KvW utilizou duas metodologias distintas

Figura 1. Grdfico de estabilidade do agrotoxico tiram em polpa de banana
durante 10 semanas

Tabela 3. Andlise de regressdo para o agrotdxico tiram

gl SQ MQ
Regressio 1 1,55827E-06 1,55827E-06
Residuo 6 0,001416 0,000236
Total 7 0,001418 -
Coeficientes Erro padrao Stat t
Intersecao 0,312909 0,008525 36,705608
Varidvel X -3,44368E-05 0,000424 -0,081245

na andlise de ditiocarbamatos presentes nas 3 amostras enviadas a
ele: cromatografia em fase gasosa com detecc@o por espectrometria
em massa (CG-EM), metodologia 1, e cromatografia em fase ga-
sosa com detec¢@o por captura de elétrons (CG-DCE), metodologia
22, Portanto, o laboratério de referéncia enviou 6 resultados: 3
para cada metodologia.

As médias dos resultados obtidos foram 0,250 + 0,009 mg/kg
pela metodologia 1 e 0,250 + 0,008 mg/kg pela metodologia 2.

Resultados dos participantes e discussoes

A obten¢@o de amostras artificialmente contaminadas para o
ensaio de proficiéncia de ditiocarbamatos encontrou algumas difi-
culdades: pequena estabilidade dos ditiocarbamatos quando em
mistura com polpas de frutas e legumes, levando a sua rdpida de-
gradagdo, possivelmente por agdo enzimadtica'’; baixa solubilidade
destas substancias em dgua e na maioria de solventes orginicos,
caracteristica esta que gerou publicagdes somente para estudos
interlaboratoriais em matrizes como uvas secas e produtos inertes
como lactose e amido'®'8. Por outro lado, a introducé@o de ditio-
carbamatos a materiais inertes sélidos pode gerar uma varidvel nova,
referente & homogeneizacdo entre sélidos.

A alternativa encontrada para realizagio do EP, foi o envio da solu-
¢do do tiram e da matriz organica do hortifrutigranjeiro separadamen-
te, para que o laboratério participante fizesse a mistura desses no mo-
mento da determinagdo analitica evitando, assim, sua degradac@o.

Uma vez que as bananas utilizadas no presente estudo eram advindas
de planta¢@o organica, todo o tiram determinado nas amostras supu-
nha-se ser proveniente da solucdo de fortificacdo adicionada.
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Como foi estabelecido que fossem utilizadas 200 g da amostra
de polpa de banana e a esta fosse adicionado todo o contetido da
solucdo de tiram, o valor tedrico dessa substancia adicionado as
amostras foi igual a 0,273 mg/kg, que se refere a concentra¢ao do
tiram adicionada a banana sem a determinagdo analitica.

Considerando-se que o valor médio das concentragdes de tiram
em polpa de banana obtidos pelo laboratério de referéncia foi de
0,250 e o valor tedrico de 0,273 mg/kg, concluimos estarem os re-
sultados compativeis, uma vez que apresentam desvios inferiores a
15%, conforme recomendado pelo organismo internacional Codex
Alimentarius’ .

Os resultados obtidos pelos participantes do EP/INCQS AG4 e
seus respectivos indices Z e CVs podem ser observados na Tabela 4.
Os resultados considerados questiondveis ou insatisfatdrios, segundo
o critério adotado no presente estudo, encontram-se em itdlico.

Tabela 4. Indices Z e Coeficientes de Variagdo (CV) obtidos
pelos laboratoérios participantes do EP/INCQS AG4 na andlise das
amostras 1, 2 e 3

Cédigodo Am1 Indice Am2 Indice Am3 Indice CV
Laboratério mg/kg Z Am 1 mg/kg Z,Am 2 mg/kg Z.Am 3

001 041 316 039 276 025 -0,04 249
002 0,37 228 024 -024 035 187 21,3
003 033 1,56 032 1,36 033 1,56 1.8
004 0,19 -1,24 0,17 -1,64 0,12 -2,64 225
005 031 1,16 031 1,06 030 096 19
006 0,0 -504 028 056 029 0,76 86,6
007 0,23 -044 033 156 017 -1,64 332
008 0,0 -504 033 1,56 020 -1,04 941
009 0,29 0,76 030 096 029 0,76 2,0
010 0,29 0,76 035 196 028 056 123
011 0,12 -2,62 0,16 -194 0,16 -1,88 14,2
012 0,22 -0,56 0,22 -0,58 022 -0,56 0,3
013 0,21 -0,84 0,18 -1,44 020 -1,04 7.8
014 029 0,76 029 0,776 028 0,56 2,0

Nota: Para os laboratérios que expressaram seus resultados como <
ao valor minimo de detecg¢io do equipamento ou ND (ndo detectado),
considerou-se o valor obtido como zero.

Para melhor visualizacdo do desempenho de cada participante,
foi construido um grafico dos Indices Z, obtidos, o que pode ser
observado na Figura 2.

ZE u nnnnnnnnnﬂﬂﬂﬂﬂHHHHHHHNN

71'00 T ”‘HJ”HU‘UUU‘

Escore Z

Cadigo do Laboratorio-Amostra

Figura 2. Indices le obtidos pelos laboratérios participantes do EP/INCQS
AG4 — determinagdo do teor de tiram em polpa de banana — para cada
amostra analisada
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Na Tabela 4 e Figura 2 observa-se que dentre os 14 laboratdri-
os participantes do EP, 8 (50%) obtiveram tanto o coeficiente de
variacdo como os 3 Indices Z analisados satisfatérios.

CONCLUSOES

A proposta do ensaio de proficiéncia organizado pelo INCQS
foi motivar os laboratérios participantes para que realizem sua pro-
pria avaliacio. E esperado que no caso de um resultado insatisfatério,
o laboratdrio abra uma nao-conformidade, verifique as possiveis
causas que levaram a esta e estipulem agdes corretivas, com prazos
e responsdveis para sua implementagao.

E importante lembrar que existem limitagdes quanto ao uso de
resultados em ensaios de proficiéncia para a determinaciio de com-
peténcia de um laboratério. Um desempenho mal sucedido, por ex.,
pode representar um desvio aleatério de um estado de competéncia
continuo, sendo também importante avaliar o desempenho histori-
co do laboratério, além de avaliacdes in loco, para uma adequada
verifica¢do da confiabilidade dos resultados por ele emitidos.

Podemos considerar que os resultados obtidos pelos laboratdri-
os participantes do EP para determinagdo de tiram em polpa de
banana podem melhorar principalmente quanto ao aspecto dos al-
tos indices de CV e de resultados falso-negativos.

A participago do laboratério em EP € um indicativo da preocu-
pacdo com a qualidade de seus dados e ja € um grande passo para o
aumento da sua confiabilidade.
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