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RESUMO

No ano de 2014, a comercializacdo de agrotéxicos e afins no Brasil foi de 508.556
toneladas. Além disso, entre os dez ingredientes ativos (IA) mais vendidos no
mesmo ano, 0 Mancozebe, da classe dos ditiocarbamatos (DTC), figura em oitavo
lugar. Esta classe age contra um largo espectro de doencas causadas por fungos e
tem aplicacdo em diversas culturas agricolas. Embora a exposicdo a esses IAs
resulte em baixa toxicidade aguda, os etilenobisditiocarbamatos possuem atividade
carcinogénica, mutagénica e teratogénica em casos de exposicdo cronica,
principalmente  devido ao seu metabdlito etilenotiuréia. O  método
espectrofotométrico € mais utilizado para deteccédo desses IAs em alimentos, porém
€ demorado e exige intenso trabalho laboral. Sendo assim, é importante a
implementagdo de métodos mais rapidos para o0 monitoramento do uso destas
substancias. Desta forma, o objetivo do trabalho € validar o método de determinacéo
de DTC por cromatografia a gas com espectrometria de massas (CG-EM) na matriz
tomate e realizar um estudo preliminar para candidato a item de ensaio de
proficiéncia utilizando mancozebe. O método foi validado segundo os critérios
especificados pela Unido Europeia no documento SANTE e no CODEX levando em
conta os parametros: seletividade, linearidade, intervalo de trabalho, limite de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo. Quanto a seletividade, as
amostras de tomate avaliadas encontraram-se sem interferentes, o intervalo de
trabalho de 0,05 pg mL™ a 1,0 ug mL™, expresso como dissulfeto de carbono,
mostrou-se linear. O LD 0,04 pg mL™ e o LQ 0,06 ug mL™ foram considerados
adequados a legislacédo nacional (ANVISA). As analises apresentaram coeficiente de
variagdo < 20% e taxa de recuperacdo entre 70-120%, assim para precisdo e
exatidao os resultados foram considerados satisfatorios. Além disso, realizou-se um
estudo preliminar para elaboracdo de um item de ensaio de proficiéncia aplicando o
método validado. Na analise da homogeneidade, utilizou-se o0s critérios
estabelecidos pela ISO 13528 e a ABNT ISO GUIA 35 e o lote mostrou-se
homogéneo. Assim, a utilizacdo de métodos cromatograficos para determinacao de
DTC surge como alternativa devido a sua rapidez e maior sensibilidade, garantindo a

seguranca e inocuidade dos alimentos que chegam & mesa do consumidor.

Palavras-chave: Ditiocarbamatos. Tomate. CG-EM. Validagao.



ABSTRACT

In 2014, the commercialization of agrochemicals and related products in Brazil was
508,556 tons. Furthermore, among the top ten active ingredients (Al) in the same
year, Mancozebe, from the dithiocarbamate class, ranks eighth. This class acts
against a wide spectrum of diseases caused by fungi and has application in diverse
agricultural cultures. Although exposure to these IAs results in low acute toxicity,
ethylenebisdithiocarbamates possess carcinogenic, mutagenic and teratogenic
activity in cases of chronic exposure, mainly due to its metabolite ethyleneurea. The
spectrophotometric method is more used to detect these IAs in food, but it is time
consuming and requires intense work. Therefore, it is important to implement faster
methods for monitoring the use of these substances. The target of the present paper
is to validate the method of determination of dithiocarbamates by gas
chromatography with mass spectrometry (GC-MS) in the tomato matrix and to carry
out a preliminary study for candidate to the proficiency test item using mancozeb.
The method was validated according to the criteria specified by the European Union
in the document SANTE and CODEX considering the parameters: selectivity,
linearity, working range, limit of detection (LD) and quantification (LQ), precision and
exactitude. Regarding the selectivity, the evaluated tomato samples were found
without interferents, the working range of 0.05 pug mL ™ to 1.0 pg mL ™ expressed as
carbon disulfide, was linear. LD 0.04 pg mL™ and LQ 0.06 ug mL™ were considered
adequate to national legislation (ANVISA). The analyzes showed coefficient of
variation < 20% and recovery rate between 70-120%, so for accuracy and precision,
the results were considered satisfactory. Beyond that, a preliminary study was carried
out to elaborate a proficiency test item applying the validated method. In the analysis
of homogeneity, the criteria established by ISO 13528 and ABNT ISO GUIA 35 were
used and the lot was homogeneous. Thus, the use of chromatographic methods for
determination of dithiocarbamates appears as an alternative due to its speed and
greater sensitivity, guaranteeing the safety and innocuity of the food that comes to

the table of the consumer.

Key words: Dithiocarbamate. Tomato. GC-MS. Validation
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1 INTRODUCAO

A lei n® 7.802, de julho de 1989 define os agrotdéxicos como:

Produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa de
seres vivos considerados nocivos. (BRASIL, 1989)

Podem ser classificados quanto ao modo de acdo do ingrediente ativo no
organismo alvo ou a natureza da praga combatida. Assim, as principais classes sao:
1) Inseticidas que sdo aqueles que combatem insetos, larvas e formigas e sao
divididos em quatro grupos quimicos principais, a saber, organofosforados,
carbamatos, organoclorados e piretréides; 2) Fungicidas que combatem os fungos e
sdo separados quanto as suas caracteristicas quimicas em: ditiocarbamatos, trifenil
estanico, dicarboximida e hexaclorobenzeno; 3) Herbicidas que combatem ervas
daninhas e tem como principais representantes o0 paraquat, glifosato,
pentaclorofenol, derivados do &cido fenoxiacético e dinitrofendis; 4) Outras classes
importantes, como: raticidas, acaricidas, nematicidas, molusquicidas e fumigantes
(ANDREI, 2005).

No ano 2000 o consumo de agrotoxicos no Brasil foi de 170.000 toneladas e
em 2014 saltou para 508.556 toneladas, o que representa um aumento de 135%.
Além disso, a regido com maior comercializagdo de agrotoxicos e afins no Brasil, no
ano de 2014, foi a Centro-Oeste com 32,30% e entre os dez ingredientes ativos mais
vendidos no mesmo ano, o Mancozebe da classe dos ditiocarbamatos (DTC) figura
em oitavo lugar (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS
RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS, 2017). Com relacdo a venda, no ano de
2015 trés culturas responderam por 72% da venda de agrotoxicos no Brasil, com a
soja em primeiro lugar consumindo 52%, milho e soja com 10% cada (BOMBARDI,
2017). Esse numero expressivo pode ser justificado pela expansdo do plantio de
soja transgénica que resulta no maior consumo de glifosato e a resisténcia de
fungos, insetos e plantas de crescimento espontaneo, também conhecidas como

ervas daninhas, aos ingredientes ativos mais largamente utilizados.
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O motivo principal que estimula o crescente uso de agrotoxicos é a diminui¢éo
dos precos e a isencao de impostos sobre esses produtos (PIGNATI; MACHADO,
2011). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2009) a area com
maior utilizacdo de agrotéxicos coincide com regibes em que ha cultivo majoritario
de monoculturas como soja, milho, cana, citricos, algodao e arroz. De acordo com
as projecBes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a
producdo de soja para exportacdo deve aumentar 55%, 56,46% para o milho e
45,8% para o acucar até 2020-2021. Assim, a contaminacdo por agrotoxicos nos
alimentos que ja atinge niveis preocupantes tende a ser ampliada nos proximos
anos (BRASIL, 2010).

Quanto a regulamentacdo, a principal lei que rege todas as acdes
relacionadas aos agrotoxicos € a Lei de Agrotoxicos n° 7802, de 12 de julho de 1989
(BRASIL, 1989), regulamentada pelo Decreto n° 4.074/2002 (BRASIL, 2002), dispde
sobre a pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o
transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial, a
utilizacdo, a importacéo, a exportacdo, o destino final dos residuos e embalagem, o
registro, a classificacao, o controle, a inspecéo e a fiscalizacao de agrotoxicos, seus
componentes e afins.

Embora a legislacdo seja muito abrangente, na pratica o controle do uso de
agrotoxicos ainda é insuficiente devido principalmente a reduzida fiscalizacdo de
venda e uso, e aos incentivos fiscais a sua venda. Além disso, a reavaliacdo dos
ingredientes ativos permitidos é dificultada pela excessiva burocracia e limitada méo-
de-obra. Diante disso, constata-se que o Brasil possui instrumentos legais para
fundamentar a melhoria no quadro de agrotoxicos no que se refere a saude publica
e ao meio ambiente, porém ainda € necessario superar barreiras politico-

econdmicas para garantir o uso seguro e adequado destes produtos.

1.1 Projetos para monitoramento de residuos de agrotéxicos no Brasil

No Brasil atualmente existem dois programas de monitoramento de residuos
de agrotéxicos em alimentos: o programa PARA (Programa de Analise de Residuos
de Agrotoxicos em Alimentos) do Ministério da Saude (MS) e o PNCRC (Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes) do Ministério da Agricultura

Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que tem como objetivo conhecer o potencial de
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exposicdo da populagdo aos contaminantes nocivos a saude e garantir a seguranca
do consumidor, impedindo a utilizagdo de produtos nos quais tenha sido constatado
0 Uso incorreto de agrotoxicos.

O programa PARA analisou nos anos de 2013 a 2015, 12.051 amostras
coletadas em todo Brasil e foram detectados 134 agrotoxicos diferentes em 2.371
amostras insatisfatorias, sendo os ditiocarbamatos (precursores de dissulfeto de
carbono) os ingredientes ativos com o terceiro maior indice de deteccdes. Das 730
amostras de tomate de mesa, 200 apresentaram residuos de agrotoxicos nao
autorizados para a cultura, sendo o clorpirifés e o acefato os ingredientes ativos com
maior indice de deteccdo (BRASIL, 2016a).

O programa PNCRC no ano-safra 2014/2015 analisou 51 amostras de tomate
e constatou que 68,63% apresentaram resultado satisfatorio, porém 15 amostras
obtiveram resultado insatisfatério devido a presenca de residuo de agrotéxico nao
permitido para a cultura em questdo. Entretanto, o programa utiliza um nimero
amostral pequeno, o que pode resultar em uma avaliacdo subestimada da presenca
de residuos em tomate (BRASIL, 2016b).

Segundo a Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo (PNAN) atualizada
pela portaria n°® 2.715, de 17 de novembro de 2011, a alimentagdo adequada
contribui para a protecdo e promocdo da saude, além de possibilitar o
desenvolvimento humano com qualidade de vida e cidadania (BRASIL, 2013). A
PNAN tem como principal propésito a melhoria das condi¢cbes de alimentacédo da
populacdo brasileira através de ac¢des para estimular o maior consumo de frutas e
hortalicas (BRASIL, 2013). Assim, o0s resultados obtidos nesses programas
contribuem para a seguranca alimentar da populacdo através do controle da
presenca de residuos de agrotdoxicos nos produtos ofertados ao consumidor e
fornecem as vigilancias sanitarias estaduais informacdes que podem auxiliar em

seus programas de monitoramento.

1.2 Classificacéo dos ditiocarbamatos quanto a classe quimica e toxicidade

Os ditiocarbamatos sdo complexos de coordenacao tendo como ion central o
zinco, manganés ou ferro, agem contra um largo espectro de doencas causadas por
fungos e tem aplicacdo em diversas culturas agricolas, de frutas e hortalicas a
cereais (SILVA, 2005). A classe é subdividida em dimetilditiocarbamatos (DMDC)
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como ferbam, ziram e tiram e etilenobisditiocarbamatos (EBDCs), como mancozebe,
manebe, zinebe e metiram. Os EBDCs formam etilenotiuréia (ETU) apds sua
biotransformacao hepatica ou como produto de degradacéo se os vegetais tratados
com o0s agrotoxicos desta subclasse forem armazenados em condicbes
inadequadas, como expostos ao oxigénio ou a umidade. Esses possuem atividade
carcinogénica, mutagénica e teratogénica (LARINI, 1999).

Conforme salientado por estudos, ratos expostos ao ETU durante o
desenvolvimento perinatal e até dois anos de vida apresentaram maior incidéncia de
neoplasias da tireoide e hepatocelulares, bem como adenomas da glandula pituitaria
(U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1992). Corroborando
este resultado, Belpoggi e colaboradores (2002) demonstraram que ratos tratados
com Mancozebe a partir de 8 semanas de vida até 104 semanas apresentaram um
aumento significativo na ocorréncia de tumores malignos, indicando que este
agrotoxico € um agente carcinogénico multipotente capaz de induzir o
desenvolvimento de tumores em diferentes locais.

Quanto a toxicidade dos agrotoxicos desta classe, testes em ratos mostraram
que a exposicdo de longo prazo ao manebe causa repressdo da maturidade e
crescimento dos espematozoides, atividade embriotoxica, além de danos na tireoide
de ratos que receberam 2500 pg kg™t desse agrotoxico em sua alimentacdo por 2
anos. No homem, a exposi¢cdo prolongada a esse ingrediente ativo resulta em
insuficiéncia renal aguda caracterizada clinicamente por altos niveis de creatinina,
ureia e 4cido arico (LARINI, 1999).

O Limite Maximo de Residuos (LMR) é determinado pela ANVISA e é definido
com a concentracdo maxima de residuos de agrotoxicos que podem estar presentes
no alimento de forma que ndo represente um risco inaceitavel para a saude do
consumidor (BRASIL, 2003). Ressalta-se que a observancia do intervalo de
segurancga, ou seja, o periodo entre a ultima aplicacdo do agrotoxico e a colheita,
pode evitar o aparecimento de residuos acima do LMR permitida. No Brasil, o LMR
para ditiocarbamatos em CS, (mg kg™) determinado pela Resolucdo RE n° 165, de
29 de agosto de 2003, da ANVISA/MS é calculado em funcé&o dos ingredientes
ativos da classe dos EBDCs e no tomate, matriz de interesse para o estudo, o limite
é de 2,0 mg kg* de CS, para os IAs Mancozebe, Metam, Metiram e Propinebe
(BRASIL, 2003).



19

1.3 Tomate no Brasil

O tomate (Lycopersicon esculentum) € muito popular tanto pelo seu uso in
natura quanto para a producédo industrial de produtos derivados, como molhos,
extratos, sopas e catchup. Embora seja um fruto pertencente a familia Solanaceae,
em muitos casos ele é erroneamente classificado como hortalica. Segundo dados da
Pesquisa de Orcamentos Familiares realizada entre os anos de 2008-2009, o tomate
€ 0 segundo produto hortifrutigranjeiro mais consumido nos lares brasileiros com 6,6
g/dia em areas urbanas, sendo os principais centros consumidores o Sul e Sudeste
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2011). Fatores
sociais e nutricionais podem ainda influenciar no perfil de consumo de frutos e
hortalicas, podendo-se destacar o crescente interesse por dietas mais saudaveis e
também aspectos sociais, como renda familiar, sexo, idade e estilo de vida, que
podem ser determinantes na quantidade ingerida destes alimentos. Desta forma, é
de extrema importancia monitorar a presenca de substancias toxicas com a
finalidade de possibilitar a aquisicdo pelo consumidor de produtos seguros e de

qualidade.

1.4 Métodos para determinacgao de ditiocarbamatos em alimentos

A analise de residuos de agrotoxicos é frequentemente realizada por métodos
multirresiduos, que visam analisar em uma amostra simultaneamente diferentes
ingredientes ativos de agrotdoxicos e seus metabdlitos. Sdo métodos rapidos e
eficientes que aumentam a produtividade laboratorial e diminuem o tempo de analise
(QUEIROZ, et al., 2008). Entretanto, a determinac¢do de substancias da classe dos
ditiocarbamatos exige o emprego de metodologias especificas baseadas na
quantificacdo do dissulfeto de carbono (CS,) liberado pela hidrdlise acida dos IAs
desta classe.

O principal método utilizado baseia-se na identificacdo por espectrofotometria
do complexo dimetilditiocarbamato cuprico de cor amarela, formado pela reacéao
entre o CS, e 0 acetato de cobre, que possui espectro de absorcédo na faixa do
visivel com comprimento de onda de 435 nm e sua quantificacéo é realizada atraves
de uma curva de calibracdo (CALDAS, 2001). Um fator limitante do método é que o

mesmo nao é especifico para os diferentes I1As da classe dos DTCs. O preparo da
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amostra também €é uma etapa critica do método visto que a maioria dos
dititocarbamatos séo instaveis na presenca de oxigénio e umidade. Além disso, 0
corte das matrizes durante o processamento pode aumentar a acao enzimatica
resultando em diminuicdo da concentracdo dos ingredientes ativos e a producao de
resultados subestimados refletindo em valores menores de recuperagdo, de forma
gue para evitar isso as amostras devem ser cortadas em forma de cubos (VUIK et al.
1992; SILVA, 2005).

O meétodo espectrofotométrico € o mais utilizado para deteccdo de
ditiocarbamatos em alimentos, porém para andlise de um numero grande de
amostras, o mesmo € demorado, exige intenso trabalho laboral e ndo possui
seletividade. Sendo assim, é importante o desenvolvimento de métodos mais

rapidos para o monitoramento do uso destas substancias.

1.5 Validacdo de métodos analiticos

A validacdo do método analitico tem como objetivo assegurar que 0 mesmo
seja exato, reprodutivel e flexivel respeitando uma intervalo especifico no qual a
substancia serd avaliada. A validacdo pode ser assegurada quando sao usados
métodos e equipamentos validados, o trabalho fica sob responsabilidade de pessoal
qualificado e competente, ha rastreabilidade e incerteza de medicdo, séao
empregados procedimentos de controle de qualidade e garantia da qualidade bem
definidos e ha evidencia independente do desempenho (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2010). Os critérios para analise de
agrotoxicos em alimentos séo especificados pela Unido Europeia no documento
SANTE e no CODEX e inclui as seguintes figuras de meérito: seletividade,
linearidade, intervalo de trabalho, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo e
exatiddo (CODEX, 2003; SANTE, 2018).

1.5.1 Seletividade
E a capacidade do método de identificar o analito de interesse na presenca de

outros componentes da matriz (SANTE, 2018). Entretanto, substancias diferentes

podem apresentar respostas similares dependendo da condig&o utilizada no método,
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bY

assim deve-se proceder a andlise, seguida por outras técnicas comprobatérias
(BRITO, 2001).

Para residuos de agrotoxicos a determinacéo da seletividade é realizada pela
analise de uma amostra livre dos ingredientes ativos que se deseja avaliar, e é
observado se a mesma nao possui interferentes com o mesmo tempo de retencao
da substancia de interesse. E a comprovacdo da seletividade é realizada pela
injecdo de uma solucdo padrdo do agrotdéxico para confirmagdo do tempo de

retencdo de cada substancia (SANTE, 2018).

1.5.2 Linearidade e intervalo de trabalho

E a capacidade do método de fornecer resultados proporcionais a
concentracdo de analito em uma faixa analitica especifica, gerando uma correlagéo
linear entre as variaveis analisadas.

Assim, primeiro € determinada uma faixa de trabalho que dependera da
sensibilidade do método e do LMR dos agrotdxicos avaliados, e por fim € construida
uma curva analitica através da qual a linearidade da faixa de trabalho sera
determinada pelo método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQOQO) para caso de
dados homocedasticos e a relacdo linear sera representada pela equacdo de
primeiro grau y= bx + a. O coeficiente de Pearson (r) obtido representa a correlagao
entre os valores de x e y, e seu quadrado fornecera o coeficiente de determinacgéo
(R?). Tais valores n&o sao indicativos de linearidade, mas designam o grau de ajuste
dos dados obtidos pela andlise a curva, e para residuos de agrotéxicos os valores
aceitos sd0 R > 0,95 e r 2 0,98 (CARDOSO, et al., 2010).

1.5.3 Limite de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ)

O limite de deteccdo é a menor concentracdo ou massa do analito que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condigbes experimentais.
Enquanto que o limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito que foi
validado com precisao e exatidado aceitaveis aplicando o método analitico completo

O LQ e o LD podem ser determinados pela relacédo sinal/ruido, no caso de
métodos analiticos que exibem linha de base. De acordo com o guia SANTE (2018),

0 LD é a concentragdo S/R 3:1 e 0 LQ é a concentragdo S/R 10:1.
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1.5.4 Exatidao e precisao

A exatiddo é a concordancia entre o valor real do analito e o estimado pelo
processo analitico. O ensaio de recuperacdo € o método mais utilizado para
validacdo deste parametro em métodos analiticos, pois expressa a concentracao de
do analito recuperado no processo em relacdo a quantidade real presente na
amostra (BRITO, 2001).

Para analise de residuos de agrotoxicos, uma amostra branco (amostra isenta
de agrotéxicos) é fortificada, ou seja, é adicionada a matriz uma solucdo com o
ingrediente ativo de interesse e a recuperacao € determinada pela razdo entre a
concentracdo média obtida experimentalmente e a concentracdo adicionada a
amostra e para valores percentuais o valor € multiplicado por 100 (CARDOSO, et al.,
2010).

Ja a precisdo foi avaliada através da repetitividade dos experimentos de
recuperacdo e expressa pelo coeficiente de variacdo (CV) ou pela estimativa do
desvio padréo relativo (DPR) calculado pela raz&o entre o desvio padréo das leituras
para cada nivel de concentracdo e a média dos resultados das replicatas.

De acordo com o guia SANTE (2018), o intervalo de recuperacao deve ser de

70 a 120 % e os coeficientes de variagdo (CV) devem ser < 20%.

1.6 Ensaio de proficiéncia

Ensaio de proficiéncia é o uso de comparacdes interlaboratoriais com o
objetivo de avaliar a habilidade de um laboratério realizar um determinado ensaio ou
medicdo de modo competente e demonstrar a confiabilidade dos resultados obtidos.
Esses ensaios sdo importantes para laboratérios que avaliam a qualidade de
produtos, entretanto os provedores de ensaios de proficiéncia na area de alimentos
Sao poucos e em sua maioria sao de origem internacional o que resulta em maiores
custos para a instituicdo e inviabiliza a participacdo em um nimero maior de ensaios
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE E QUALIDADE EM SAUDE, 2017).

O monitoramento dos residuos de agrotoxicos nos produtos disponibilizados
ao consumidor permite a avaliacéo, pelas autoridades competentes, da qualidade

das préticas agricolas em uso no pais, bem como prevenir 0 agravo a saude
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decorrente do consumo desses alimentos. Assim, a realizacdo de ensaios de
proficiéncia permite avaliar o desempenho dos laboratérios competentes na
avaliacdo de residuos de agrotoxicos e contribui para o aumento da confiabilidade

dos resultados das analises realizadas em nivel nacional.
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2 OBJETIVO

Avaliar e implementar um método de determinacdo de ditiocarbamatos em
matriz tomate utilizando a cromatografia a gas com detector de espectrometria de
massas (CG-EM).

2.1 Objetivos especificos

e Otimizar, validar e implementar no setor um método para determinar
ditiocarbamatos por CG-EM na matriz tomate.

e Efetuar estudos preliminares para a elaboragéo de candidato a item de ensaio
de proficiéncia para determinacdo de ditiocarbamatos na matriz tomate

utilizando o método validado.
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3 METODO

3.1 Preparo e extracdo da amostra

Os tomates foram adquiridos na regido serrana do estado do Rio de Janeiro
no ano de 2017.

Para o preparo da amostra o tomate foi cortado em forma de cubos e
conservados em frascos devidamente identificados, sob refrigeracdo entre 3° a 6°C
até o momento da andlise.

Pesou-se 50 g = 0,5 g em frasco de vidro de 250 mL. Adicionou-se 100 mL da
solucéo digestora contendo 0,0065 mol L™ de HCl e 1,25 g de cloreto de estanho Il e
25 mL de isooctano. Os frascos foram bem vedados e colocados em banho a cerca
de 80°C por 1 hora, sob agitacdo. Posteriormente, os frascos foram retirados e
resfriados a temperatura ambiente e uma aliquota de 1,5 mL da fase organica, onde
esta presente o CS; ap6és a digestéo acida, foi utilizada para injecdo em CG-EM.

Vedar o frasco de vidro completamente € um ponto critico da analise, visto
que o CS, é muito volatil e caso a tampa nédo esteja bem fechada pode ocorrer perda

do mesmo levando a resultados subestimados ou mesmo falsos negativos.

3.1.1 Equipamento

Para este trabalho foi utilizado o cromatégrafo a gas com espectrometria de
massas (CG-EM), cromatografo modelo 6890N, detector modelo 5973N e fabricante
Agilent Technologies. O equipamento esta ligado a uma estacao de trabalho com o

software ChromoQuest.

3.1.2 Condic¢des operacionais do equipamento

Foi utilizado um volume de injecdo de 4 pL do extrato, o injetor estava no
modo Pulsed Split na temperatura de 220°C e com fluxo constante de 1,5 mL por
minuto. Na rampa a temperatura inicial foi de 60°C por 5 minutos, apés esse tempo
houve um aumento de 50°C por minuto até alcancar 200°C, mantido por 2 minutos.
Utilizou-se o espectrdmetro de massas em modo de Monitoramento Seletivo de fons

(SIM), ionizagdo por impacto de elétrons com energia de 70 elétron-volts e
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monitorou-se o ion molecular m/z 76 e m/z 78, sendo o primeiro ion molecular
referente ao is6topo mais abundante do enxofre, com massa molecular de 32 e o
segundo referente ao is6topo com massa molecular 34, que € o segundo mais

abundante na natureza.

3.1.3 Equipamentos utilizados para preparacéo de reagentes, padrdoes e amostras

Além do cromatégrafo a gas, foram utilizados os equipamentos listados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Equipamentos utilizados para preparacdo de reagentes, padrdes e

amostras.

copamene SR Bime s
Modelo XP205 AG245 LP 620 P Metg’éé IﬁcN(S)Egking
e LS EES o S
N° de Série  B018030980 1117220420 12070904 i

Fonte: (Do autor, 2018).

3.1.4 Materiais utilizados

Os solventes, reagentes e padrdes utilizados na validacdo estdo listados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Solventes, Reagentes, Padrdoes e Solucdes utilizadas na validacdo do
método de determinacédo de ditiocarbamatos.

NUmero da

Solvente, Reagente, Padréo / Grau Fabricante Lote solucéo

estoque
Dissulfeto de Carbono /SPECTRO TEDIA 1101323 -
Acido Cloridrico 37% / PA Merck K47379617 -
Cloreto Estanoso / PA Merck B1403415 -
Hidroxido de Sodio / PA Merck B573698 -
Isooctano Sigma-Aldrich 13496DMV -

Tiram AccuStandard 4152-02 2335-E

Fonte: (Do autor, 2018).
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3.2 Determinacgao quantitativa da concentragdo de DTCS

A concentracdo de ditiocarbamatos na amostra é calculada em funcao do CS,
particionado na fase organica contendo isooctano, liberado apds a digestao acida.
Assim, para a determinacdo quantitativa desses IAs, foi preparada uma curva
analitica a partir da soluc&o-intermediaria de CS, (5 pg mL™) com as concentracées
0,05, 0,10, 0,25, 0,5 e 1,0 ug mL™, respectivamente. Nos ensaios de validacéo, a
regressao linear e um coeficiente angular obtidos através da curva analitica
permitiram determinar a concentragdo de CS, na amostra e posteriormente a

concentracdo de DTC tiram através da equacao apresentada na figura 1.

Figura 1 - Equacéo para determinagao da concentracdo de ditiocarbamatos (DTC) a
partir do CS; liberado pela hidrélise acida da amostra.

mg kg de DTC =_ug mL-"' de CS; x Volume do baldo de diluicdo (mL) x f
Massa da amostra (g)

Onde: pgmL" de CS2 ug mL' de CS; calculada através da curva de
calibracao.

utilizar normalmente baldo de 25 mL.

fator do ditiocarbamato especifico. Este fator é
utilizado quando se deseja expressar o resultado
como um ditiocarbamato.

Massa da amostra (g) = Quantidade pesada de amostra.

Volume do baldo de diluicdo (mL)
f (fator do DTC)

Fonte: POP 65.3120.079 — Determinacéo de residuos de ditiocarbamatos em hortifrutigranjeiros.

3.3 Validacdo do método analitico

A validacdo do método analitico foi realizada observando os seguintes
parametros: seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limites de deteccdo e
qguantificacdo do método, precisdo como repetibilidade e exatiddo como
recuperacédo, avaliando os resultados obtidos pela comparagdo com os critérios de
aceitacdo definidos no CODEX e no SANTE (European Comission Directorate-
General For Health and Food Safety) (CODEX, 2003; SANTE, 2018).

3.3.1 Seletividade

E a habilidade de um método de distinguir com precisdo o analito de interesse

dos outros possiveis interferentes presentes na amostra. Assim, para determinar a



28

seletividade foi injetada uma amostra branco e um solugcdo padrao de CS, para
comprovar se a amostra ndo possuia interferentes com o mesmo tempo de retengéo

das substancias em estudo.

3.3.2 Linearidade e intervalo de trabalho

Para o estudo da linearidade foi utilizada uma curva de calibracdo nas
concentracdes nominais de 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 pg mL™ de CS,, que foram
injetadas no cromatografo trés vezes para cada “vial’. A linearidade da faixa de
trabalho para o método de ensaio foi verificada através da curva de calibragéo
utiizando o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). Avaliou-se a
significAncia da regressao através do coeficiente de correlacdo (r) e o coeficiente de
determinacdo (R? dentro da faixa aceitavel (R*> = 0,95 e de r 20,98) e a

homogeneidade na variancia dos residuos da regressao pelo método de Cochran.

3.3.3 Limites de deteccao e quantificacdo (LD e LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo do método foram estabelecidos com
base no aplicativo Calwer 2.2 validado para analise de resultados segundo o POP
65.3120.084, revisdo 00 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE E QUALIDADE
EM SAUDE, 2005).

3.3.4 Exatidao e precisao

O ensaio de recuperacéo foi realizado através da fortificagdo de uma amostra
branco de tomate utilizando trés diferentes concentragbes do agrotoxico tiram
(0,188; 0,375; 0,750 mg kg™), de modo que apds a extracdo as concentracoes
tedricas de CS, fossem 0,238; 0,476; 0,952 pg mL™, respectivamente. Utilizou-se o
ditiocarbamato tiram devido a sua grande solubilidade em solventes organicos e
maior estabilidade em solucéo quando comparado a outros ingredientes ativos desta
mesma classe. Toda solucdo preparada seguiu o procedimento Especificacéo,
Manuseio, Armazenamento, Preparo e Registro do Material de Referéncia de
Agrotéxicos n° POP 65.3120.096, revisao 07 (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE E QUALIDADE EM SAUDE, 2014).
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O resultado foi determinado pela comparagdo entre a concentracao
adicionada e a concentracdo calculada através da média das quadruplicatas para
cada um dos 3 niveis de fortificacdo (CARDOSO, et al., 2010). Desta forma foi
possivel determinar a exatiddo do método.

J& a precisédo (repetibilidade) foi avaliada através do coeficiente de variagéo
(% CV) ou desvio padrao relativo (% DPR) dos resultados das quadruplicatas em
cada um dos 3 niveis de fortificacéo.

O calculo da taxa de recuperacéo e repetitividade dos analitos e os critérios
de aceitacdo foram os indicados pelo Codex Alimentarius e SANTE (2018), a saber,
o intervalo de recuperacdo deve ser de 70 a 120 % e os coeficientes de variagéao
(CV) devem ser < 20%.

3.4 Estudos preliminares para a producdo de um candidato a item de ensaio

de proficiéncia para analise de ditiocarbamatos

3.4.1 Preparo dos itens de ensaio

O tomate foi processado em liquidificador industrial e fortificado com um
produto comercial formulado em pé contendo mancozebe como ingrediente ativo na
concentracédo de 80% (m/m). Assim, para facilitar a distribuicdo do produto, a polpa
foi peneirada para a retirada das cascas e sementes até a obtencdo de uma amostra
homogénea. Posteriormente, foi adicionada uma massa do produto formulado com a
concentracdo de mancozebe de 200 mg kg™ (corresponde a 56 pug mL™ de CS,).
Homogeneizou-se a polpa em batedeira industrial por duas horas e por fim, para a
preparacao dos itens de ensaio foram separados aproximadamente 50g da mistura

em potes de vidro ambar de forma sequencial, totalizando 40 potes.

3.4.2 Determinacgéo da homogeneidade dos itens de ensaio

Foram selecionados de forma aleatdria cinco itens de ensaio representativos
do conjunto e extraidos conforme item 3.1. Aplicando a equagéo descrita na figura 1,
foi determinada a utilizacdo de 10g + 0,5g da amostra para realizacdo do ensaio e

diluicdo do extrato final na proporcéo de 1:25 com solvente isooctano a fim de que a
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concentracdo obtida de CS, estivesse dentro da faixa de trabalho determinada na
validacdo do método.

A homogeneidade entre os itens foi avaliada segundo a analise estatistica
determinada pela 1SO 13528 Statistical Methods for use in Proficiency Testing by
Interlaboratory Comparisons (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2015) e a ISO GUIA 35 (ABNT, 2012). A amostra de tomate
de cada item de ensaio foi dividida em duas partes, analisadas de forma
independente e posteriormente foi calculada a média das mesmas (X1 e X;2), para
cada amostra, e em seguida a média geral. A partir destes valores, foi possivel
calcular o desvio padrdo das médias das amostras (sy), utilizando a Eq. 1, bem como

as diferencas entre as duas porcdes de teste (w;), conforme Eq. 2.

SX:\/E(XI__—})‘E.-‘(Q!_U Eq. 1

Wi = |,><'f_1 — X 5 Eq. 2

Fonte: (INCQS, 2016).

Utilizando os valores calculados para sx € w;, € possivel determinar o desvio
padrdao dentro das amostras (s,), € o desvio padrdo entre as amostras (Ss),

aplicando as Eq. 3 e 4.

Sw = \/Z wi(2g) Eq. 3

Ss = x,l"ISx: — (Sw: /2) Eq. 4

Fonte: (INCQS, 2016).

As amostras podem ser consideradas adequadamente homogéneas se:

Ss 0,304

onde oy é 0 desvio padrédo alvo, obtido através da equacdo de Horwitz, da
concentracdo média do agrotéxico de interesse para o estudo da homogeneidade,

que neste caso € 0 mancozebe.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacdo do método de extracdo das amostras

Os alimentos sao matrizes complexas, assim 0s protocolos de preparo das
amostras empregadas podem variar conforme as caracteristicas intrinsecas de cada
matriz. O método de determinacdo de ditiocarbamatos através de cromatografia
gasosa com detector fotométrico por chama (CG-DFC) ja havia sido validado para a
matriz couve, porém o mesmo ndo mostrou a mesma eficacia para a matriz tomate
em CG-EM, apresentando valores de recuperacdo bem abaixo da faixa entre 70-
120% especificada pela Comunidade Europeia (CE) para a area de residuos de
agrotoxicos (SANTE, 2018). Desta forma, foi necessério realizar modificacdes no
método de extracdo da amostra.

Para avaliar se a ordem que os componentes da reagcdo eram acrescentados
influenciava na faixa de recuperacao obtida, a amostra foi tratada de trés formas
segundo a ordem de adicdo: 1) solucdo de fortificacdo, solucdo digestiva e
isooctano; 2) solugcao digestiva, solucdo de fortificacdo e isooctano e 3) solugéao
digestiva, isooctano e solucédo de fortificacdo. O melhor tratamento entre os trés
avaliados foi o terceiro, o qual obteve valor de recuperagdo mais proximo da faixa
esperada de 70-120% e devido a isso essa sequéncia foi utilizada na validacdo do

método.

4.2 Validacdo do método analitico

4.2.1 Seletividade

Na Figura 2 é apresentado o cromatograma da amostra de tomate e de uma

solucdo de CS;, na concentracéo de 0,05 ug mL™ obtidos por CG-EM.
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Figura 2 - Cromatograma de ions totais da (a) amostra de tomate e (b) solucéo de
CS, na concentracdo de 0,05 pg mL™, analisada por CG-EM.
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O primeiro ponto da curva analitica, que corresponde a concentragdo de 0,05
ng mL™? de CS, apresentou area 2,5 vezes maior que a amostra em analise (Figura
2b). Desta forma, embora a amostra ndo esteja completamente livre de
ditiocarbamatos (Figura 2a), ela foi utilizada nas analises de validacdo e os calculos
foram corrigidos levando em conta a concentracéo de CS, apresentada pela mesma.

As amostras de tomate ndo apresentaram interferentes no tempo de retencao
do CS;, que pudessem levar a um resultado falso positivo; demonstrando ser, o
tomate selecionado, apto ao uso na validacdo e o método seletivo, por nao

apresentar interferentes no tempo de retencao dos analitos a serem avaliados.

4.2.2. Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade da faixa de trabalho foi verificada atraveés da leitura da curva
analitica utilizando o método dos minimos quadrados ordinarios de acordo com a
equacao tipo: y = bx + a. Para tal, utilizou-se a planilha apresentada no anexo C do
POP 65.3120.082 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE E QUALIDADE EM
SAUDE, 2015) na qual verifica-se ha existéncia de valores aberrantes, a
homogeneidade na variancia dos residuos da regressdao e a significAncia da
regressdo. Nas Figuras 3 e 4 sédo apresentadas as planilhas com os dados obtidos

para formulacéo da curva analitica.
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Figura 3 - Planilha para avaliagcdo da curva de calibracdo referente ao primeiro dia
de andlise. Fortificacdo da matriz tomate nos niveis 1 e 2.

fi

Ministério da Saide

FIOCRUZ

Fundagio Oswalde Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde - INCQ5

INCQS

DQ - Laboratério de Residuos de Agrotéxicos
Curva analitica- Validagdo de ditiocarbamato na matriz tomate para CG-MS

Analista: Nathalia e Thomas Equipamento: CG-EM  Sequéncia: Data: 251012017
Lerva g Lalifragdo Lalewlos Avafapdo das residuas — Flomocedasiicidads
Concentragio Resposta Madia Variér:cia Desy. Pad. CY Somatdrio Maior C de Cohran Resultado
Pontos pgiml area dos residuos [ Variancia Variancia C calculado C tedrico homothetero
D05 1340 42527566667 | T23751.33333 0.50675 0,654 Homocedastico
1 0,05 1365 1344, 00000 373.00000 19,3132 1437
0,05 1327 AMFA - ds regressdo & Feste de desein oa Lineardade
0,10 307 Fonte G.L. 5Q MQ F valor—g g,
2 0,10 3293 3155.00000 | 14503,00000 120,443z | 3513 Regress3o 1 2523475436,9323 | 2923479436,9323|  11327.5305 1B68E-20 | p<n.05
0,10 3 Residuos 13 2895965 4671 222TEB.5T44 #
0.25 aa60d Total 14 2,53E+03 # #
3 0,25 8653 885066667 | 148674,33333 | 3855831 | 4.357 Xmed= 0.3300
025 9235 Ymed= 13675.500
050 18R Se'= 2227665744
= Resultado Regressao Significativa
4 050 17261 15238,33333| T237891.33333 | 890.7534 | 4.665 Se= 4713513
050 18813 n= 5
1.00 cranli coef_linear= -516,5615
9 1,00 35999 | 36731.00000| 540333.00000 | 7354856 | 1.333 coef.ang = 37343100 |n = ndmero de observagdes
1.00 37308 alfa= 0.05 u = ndmero de niveis
'Somatdrio 5.7 209137 u= 5 2= o de para d
Curva analitica - C5; 5p. em triplicata r= 0.33343
RZ = 0.33885
p= 0,05
40000
35000 A = = . .
30000 A y 3?343;1:13?;9831&8618 Grafico de Residuos
= 25000
g 20000 A 150000
15000 A 1000.00 4
10000 1 500,00 | . e .
5000 *
0,00 — - —
0 T T T T T 1 500 DDO po 200 4.1|: 530 + aﬁu 1000 12,00 1400 16(00
0.00 0,20 0.40 0,60 0,20 1,00 120 R
-1000,00 * *
-1500,00

concentragio conhecida (ug/ml)

Fonte: (CARDOSO, et al., 2010).
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Figura 4 - Planilha para avaliacdo da curva de calibracédo referente ao segundo dia
de analise. Fortificacdo da matriz tomate no nivel 3.
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DQ - Laboratério de Residuos de Agrotoxicos
Curva analitica- Validagdo de ditiocarbamato na matriz tomate para CG-MS
Analista: Nathalia e Thomas Equipamento: CG-MS  Sequéncia: Data: 2611012017
Lurpa o Lalifragdo Laloedas Avafagdn das residias - Flamocedasiicidads
= Varisnci L _
Concentragio Resposta Méadia anar'ncua Desv. Pad. Cv Somatdrio Maior C de Cohran Resultado
Pontos paiml area dos residuos [x] Varidncia Varidncia C calculado C tedrico homolhetero
n.os LEE] 365305,6666T | 22146433333 060115 0,654 Homocedastico
1 0,05 1372 13TE.6666T | 114.33333 10,6327 0776
0,05 1373 ANV - &3 regressde = Feste de deswio o' L ineardads
0.0 37 Fonte G.L. 50 MQ F valar-g g
2 0.0 33 F128,66667 | 43433333 20,8407 0,666 Regressio 1 2523761467,0258| 2529761467,0258| 257334702 TAB4E-23 | ponnos
0,10 306 Residuos 13 1275008, 7076 35077.9323 #
025 5325 Toral 14 2.93E+03 # #
3 0,25 3950 888733333 | 13496.33333 | 161737 1,307 Kmed= 0.3800
0,25 8757 Ymed= 13755133
0.50 18524 Se’s 98077,5929
= Resultado Regressao Significativa
4 050 13180 15600,66667 [ 1325583,.33333| 364.9333 | 1360 Se= 13,1734
0.50 15738 n= 15
1.00 36248 coef_linear= -455,1346
5 1,00 3695z | 36TE0,33333| 221464,33333| 4706000 | 1273 coef.ang = 3739553338 |n = nimero de observagdes
1.00 37N alfa= 0.0% u = nimero de niveis
Somatdrio 5.7 206327 u= 5 2 = niimero de parametros estimados
Curva analitica - CS; 5p. em ftriplicata = 0.33575
RZ= 0.33350
p= 0,05
40000
35000 1y = 37305 5006 - 455,1946 L .
30000 A R® = 0,005 Grifico de Residuos
g
00 1 1000,00
“FE000 -
10000 A 500,00 ¥ L
5000 1 0oo P . ® . !
0 T T T T T 1 " opo 200 Mo * edo 500 * wm T 12m 1400 15/00
0,00 0,20 0,40 060 0,80 1,00 1,20 -F00.00 4
' ¥
- . -1000.00
concentragdo conhecida (ug/ml) 1000,00

Fonte: (CARDOSO, et al., 2010)

O método foi realizado em dias diferentes devido a capacidade de analise,
assim foi necessario preparar a curva para analise dos niveis 1 e 2 de fortificacdo
(Figura 3) e outra para avaliacdo do nivel 3 (Figura 4).

As curvas de calibracdo mostraram-se lineares e com residuos
homocedésticos na faixa de concentracdo estudada entre 0,05 a 1,0 pg mL*
expressa como CS, (faixa de trabalho), além de ndo apresentarem valores
aberrantes. Os coeficientes de correlagéo (r) foram maiores ou iguais a 0,98 e de
determinacao (R2) maiores ou iguais a 0,95 e estdo de acordo com os definidos no
SANTE (2018).




4.2.3 Limite de deteccao e quantificacéo:

O calculo do LD e LQ do método foi realizado pela teoria da regressao
utilizando o intervalo do limite critico, através do aplicativo Calwer 2.2, conforme
descritos na figura 5. Este aplicativo esté validado no POP 65.3120.084, revisdo 00
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE E QUALIDADE EM SAUDE, 2005).

Figura 5 - Planilha de Calwer para determinacdo do LD e LQ do método

cromatografico para determinacdo de ditiocarbamatos.
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Fonte: (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2005).
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O valor de LD de 0,04 mg kg™ e LQ de 0,06 mg kg™ foram confirmados a
partir da fortificacdo em quadruplicata da concentracdo testada, apresentando
precisdo e recuperacdo adequadas. Os valores dos limites de deteccdo e de
quantificacdo do método calculados estdo de acordo com a faixa linear adotada e o
LMR para matriz tomate.

4.2 .4 Precisao e exatidao

As amostras foram pesadas conforme descrito na tabela 3 e analisadas em

dias diferentes devido a limitacdo analitica do processo.

Tabela 3 - Identificagéo e massa do tomate utilizado para fortificacéo.

Identificagcdo das amostras Massa (g)
25/10/17- 1° Nivel de Fortificagdo — 12 Replicata 50,0268
25/10/17- 1° Nivel de Fortificagdo — 22 Replicata 50,0436
25/10/17- 1° Nivel de Fortificagdo — 32 Replicata 50,0019
25/10/17- 1° Nivel de Fortificagédo — 42 Replicata 50,0324
25/10/17- 2° Nivel de Fortificagdo — 12 Replicata 50,0435
25/10/17- 2° Nivel de Fortificagdo — 22 Replicata 50,0398
25/10/17- 2° Nivel de Fortificagdo — 32 Replicata 50,0497
25/10/17- 2° Nivel de Fortificagédo — 42 Replicata 50,0303
26/10/17- 3° Nivel de Fortificagdo — 12 Replicata 50,0221
26/10/17- 3° Nivel de Fortificagdo — 22 Replicata 50,0173
26/10/17- 3° Nivel de Fortificagdo — 32 Replicata 50,0574
26/10/17- 3° Nivel de Fortificagdo — 42 Replicata 50,0122

25/10/17 — Branco 50,0462

Fonte: (Do autor, 2018)

As solugbes para fortificagdo da matriz tomate foram preparadas usando a

solucdo estoque (2335-E) de tiram que produziu as solugfes intermediarias para a
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fortificacdo (2097-1 e 2100-1) com a concentracéo de 156,4475 pg mL™ e 46,9342 pg
mL™.

O registro dessa preparacdo encontra-se na Tabela 4 e nos formularios das
solucbes, nas pastas denominadas: Registro de Solucbes Estoque e Registro de
Solucgdes Intermediarias (ANEXO A, B e C).

Tabela 4 - Dados referentes a preparacédo das solucfes para fortificagcdo do tomate.

Aliquota Volume Concentragao
Solugdo Concentragéo de (mL) Solugéo (ug mL™) final
de de Tiram Diluicso Final de Intermediaria das Solucdes
Tiram (ug mL™ & G N° 2097-1 e 2100-I
(mL) Diluicéo ;
de Tiram
2335-E 391,12 10 25 2097-I 156,45
2097-1 156,45 15 50 2100-I 46,93

Fonte: (Do autor, 2018)

A Figura 6 apresenta as massas empregadas de tiram para a fortificacdo das
amostras de tomate, 0,188; 0,375 e 0,750 mg kg™ do ditiocarbamato Tiram para
obtencao das concentracées de CS, 0,238 pg mL™ (Nivel 1), 0,476 pg mL™ (Nivel 2)
e 0,952 pg mL™* (Nivel 3).

Para obtencédo da solucao utilizada no ensaio foi necessério diluir a solucao
intermediaria 2100-1 na proporcdo de 4:10 no solvente etanol obtendo uma

concentracéo final de 18,77 ug mL™ de CS,.
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Figura 6 - Concentragbes de CS; adicionada e recuperada nas amostras com suas
respectivas taxas de recuperacgao e coeficiente de variacao.

Ministério da Sadde

FIOCRUZ

Fundag 2o Oswalda Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide INCQS
Planilha de Calculo da Concentragdo da Amostra - Ditiocarbamatos —
DQ - Residuos de Agrotaxicos

Validacdo do Ditiocarbamato: Tiram
Matriz: Tomate
Periodo de Execugo: out!7
N de Niveis: 3
N de Replicatas: 4
Analista Responsavel: MNathaliaThaiz
Calculos:
Concentragde | Ajguota | Quantidade | Massa | Concentragdo| Concentracde | Concentracdo | Concentracdo [ Concentracdo
da Solucdo Adiciunafa deﬂ da de Padrio de C5, de C5, de de Recuperacin| Média op ov
Adicionada | da Solucdo Padrio Amostra Adicionado Adicionado Adicionado C5; (5 -
de Padrio de Padrdo | Adicionado | Fortificada | na Amostra | Correspondente | Correspondente | Encontrado Encontrado
ug mL" mL ug g mg kg ug mL™? mg kg ug mL™? mg kg % mg kg’ - %
18,7737 0,50 59,3865 50,0268 0,1876 0,237% 0,1185 0,2074 0,1036 a7
0,50 9,3869 50,0436 0,1876 0,237% 0,118% 02018 0,1008 85 g9 5.SE+00 &
0,50 93869 50,0019 01877 02378 0,1150 0,2308 01154 a7
0,50 9,/3865 50,0324 0,1876 0,2375 0,1185 0,2063 01031 a7
18,7737 1,00 18,7737 50,0435 0,3751 04755 0,2377 0,4030 02013 85
1,00 18,7737 50,0358 0,3752 04755 0,2378 0,3774 0,1886 9 a4 4 5E+00 5
1,00 18,7737 50,0487 0,3751 04758 02377 04279 0,2137 90
1,00 18,7737 50,0303 0,3752 04755 0,2378 0,3503 0,1550 82
18,7737 2,00 37,5474 50,0221 0,7506 0,8518 04757 0,7186 0,3551 75
2,00 37,5474 50,0173 0,7507 0,9518 04757 0,6586 0,3452 73 75 2.3E+00 3
2,00 37,5474 50,0574 0,7501 0,9518 0,4753 0,7355 0,3673 7
2,00 37,5474 50,0122 0,7508 0,8518 0,4758 0,7488 0,3743 79

Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016.

Conforme observado na figura 6, todos os coeficientes de variacdo nos
diferentes niveis de concentracdo mostraram-se dentro dos limites especificados (<
20 %) pelo SANTE (2018). Além disso, todas as taxas de recuperacdo nos
diferentes niveis de concentracdo mostraram-se dentro dos limites especificados, a
saber, de 70 a 120%. Sendo assim, os resultados foram considerados satisfatérios
para as figuras de mérito precisado e exatidao.

Segundo dados do Relatério de Validagdo do Ditiocarbamato Tiram em
Tomate realizado no setor de Residuos de Agrotoxicos no ano de 2012 (INCQS,
2012) a faixa de trabalho do método espectrofotométrico para a matriz em estudo é
0,25 a 1,25 pg mL™ e o limite de quantificacdo é de 0,296 mg kg™ CS,. Enquanto
que utilizando CG-EM a faixa de trabalho foi de 0,05 a 1,0 pg mL™* (Figura3 e 4)e o
LQ 0,06 mg kgt CS; (Figura 5). A sensibilidade do método cromatografico foi
consideravelmente maior, corroborando a importancia de sua implementacdo na

analise de residuos de agrotéxicos na rotina do setor.
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4.3 estudos preliminares para elaboracéo de um candidato a item de ensaio de
proficiéncia para andlise de ditiocarbamatos

4.3.1 Homogeneidade dos itens de ensaio

Embora na validag&o tenha sido utilizado o agrotéxico tiram, no preparo dos
itens de ensaio de proficiéncia utilizou-se 0 mancozebe por ser 0 agrotoxico mais
comercializado entre os ditiocarbamatos e por pertencer a subclasse dos
etilenobisditiocarbamatos que possui atividade mutagénica e carcinogénica devido
ao seu metabolito ETU (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES,
1992; LARINI, 1999). Além disso, o produto comercial formulado possui excipientes
gue aumentam sua estabilidade, quando comparado a substancia padrao utilizada
em ensaios laboratoriais, justificando a escolha de seu uso neste estudo.

Para cada item de ensaio foram realizadas duas andlises completas
produzindo dois resultados (A e B), conforme apresentado na tabela 5 e o resultado
das analises estatisticas para determinacdo da homogeneidade estdo descritas na
tabela 6 e estdo em conformidade com a ISO 13528 Statistical Methods for use in
Proficiency Testing by Interlaboratory = Comparisons  (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2015) e a ISO GUIA 35 (ABNT, 2012).

Tabela 5 - Concentracdes calculadas para as amostras utilizadas na analise de

homogeneidade, em mg kg™.

Item de Ensaio Sub-amostra 1 Sub-amostra 2
1 113,8 119,9
2 119,9 113,8
3 108,6 108,0
4 110,7 106,7
5 110,4 111,2

Fonte: (Do autor, 2018)
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Tabela 6 - Andlises estatisticas para estudo de homogeneidade, em mg kg™.

Média Geral 112,3

Desvio Padrao Alvo (on )* 24,7
Desvio Padréo Alvo x 0,3 7,4
Sx 4,3

Sw 3,0

Ss 3,7

Incerteza da homogeneidade 3,7

Resultado Homogéneo

Fonte: (Do autor, 2018)
* Desvio padrdo de Horwitz (modificado por Thompson), correlacionado a concentragdo média das
cinco amostras.

As amostras sdo consideradas homogéneas se o0 desvio padrdo entre as
amostras (ss) for menor ou igual a 0,304 De acordo com os resultados da analise
estatistica apresentados na Tabela 6, o valor calculado para 0,30y foi 7,4 e 0 s¢ =
3,7, assim os itens de ensaio puderam ser considerados suficientemente
homogéneos e com baixa incerteza para o ingrediente ativo presente.

A principal limitacdo a obtencdo de amostras artificialmente contaminadas
para o ensaio de ditocarbamatos € a rapida degradacdo dos ingredientes ativos.
VUIK et al. (1992) realizaram um experimento na matriz alface e constatou que a
concentracdo do agrotoxico Tiram foi reduzida a quase metade ap6s 30 minutos,
provavelmente a acao de enzimas liberadas apés o corte. A utilizacdo de um produto
formulado com ditiocarbamato como ingrediente ativo foi empregada como o objetivo
de obter maior estabilidade dos itens de ensaio, conforme sera avaliado em estudos
posteriores.

Portanto, a elaboracdo de um ensaio de proficiéncia de ditiocarbamatos a
nivel nacional, possibilitaria a participagdo de um nimero maior de laboratérios de
andalise de residuos de agrotoxicos no Brasil devido ao menor custo, contribuindo
assim para a maior confiabilidade dos resultados fornecidos e um melhor

monitoramento dos produtos ofertados ao consumidor.
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5 CONCLUSAO

O método foi otimizado, validado e implementado para ditiocarbamatos
expressos como CS; em tomate empregando a técnica de CG-EM segundo os
parametros determinados pela literatura para analise de residuos de agrotoxicos.

Os resultados apresentados demonstraram que a implementacdo do mesmo
na rotina do setor € proveitosa devido ao fato de ser rapido, exigir menos trabalho
laboral, ser mais sensivel e apresentar eficiéncia superior ao método
espectrofotométrico.

Além disso, utilizando-se o método validado foi possivel realizar um estudo
preliminar para a elaboracdo de um candidato a item de ensaio de proficiéncia para
a determinacdo de ditiocarbamatos na matriz tomate com homogeneidade

adequada.
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ANEXO A — FORMULARIO DE PREPARO DE SOLUCAO ESTOQUE DE TIRAM
(2335 - E). DQ — RESIDUOS DE AGROTOXICOS

FORMULARIO DE PREPARO DE SOLUCAO ESTOQUE DE MRA

N.O 2335 - E Data de Validade: Ana_lista (s): Data de Preparo:
03/06/2019 Marina 26/06/2017
Concentracdo Nominal: 400 ug/mL
AGROTOXICO: FORNECEDOR: AccuStandard
LOTE N.°: 4152-02
Tiram PUREZA: 97,1 % (A)
DATA DE VALIDADE: 03/06/2019
OBSERVACAO:

Volume de diluicéo final: 25 (mL) (C)
N.° de calibracdo do baldo: V4280

PESO NOMINAL: 0,01007 (g) (B)

PESO DO MRA CORRIGIDO: 0,009777970 (g) (D = B*A/100)

SOLVENTE: Alcool

. FORNECEDOR: Merck LOTE: K47798027
Lichrosolv

CONCENTRACAO REAL FINAL: 391,118800 pug/mL (D*10°%/C)

Observacgdes: T16.0-1

Solucéo avaliada( ) sim ( )ndo ( )conforme ( ) nado conforme

Solucbes avaliadas Equipamento/sequéncia:

Solugéao reavaliada em ( )sim ( )nédo ( )conforme ( )néao
conforme

Solugbes avaliadas Equipamento/sequéncia:

Padrao acabou! Ultrassom!
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ANEXO B — FORMULARIO DE PREPARO DE SOLUCAO INTERMEDIARIA DE
TIRAM (2097 — 1)

DQ - RESIDUOS DE AGROTOXICOS
FORMULARIO DE PREPARO DE SOLUCAO INTERMEDIARIA DE MRA

N.2- 2097 -1 Data de Validade: Analista(s): Data de Preparo:
101072018 Thaiz 101072017
SOLVENTE: Etanol
Volume de diluigio final: 50 (mL) (A) FORNECEDOR: Merck
M." de calibragdo do baldo: V4236 LOTE K4TT798027
SOLUCAD USADA _ | OBSERVACAOD
Concentragdo N
Concentragao | Aliquota Calculada .
AGROTOXICO NL© (ugimL) (mL) (ug/mL) 1[[ X J}g Lﬁ::i
(B) (©) (B°CIA) Calibrada
Tiram 2335 391, 1188 10 156 44752 VAT

Observacdes: Estocar em frasco Ambar sob refrigerac3o.
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ANEXO C - FORMULARIO DE PREPARO DE SOLUCAO INTERMEDIARIA DE
TIRAM (2100 — 1)

DQ - RESIDUOS DE AGROTOXICOS
FORMULARIO DE PREPARO DE SOLUCAO INTERMEDIARIA DE MRA

MN.% 2400 - | Data de Yalidade: Analista(s): Data de Preparo:
16/10/2018 Nathalia 18M0/2017
SOLVENTE: Etanol
Wolume de diluigio final: 50 (mL) (A) FORNECEDOR: Merck
MN." de calibracio do baldo: V4236 LOTE- KATT795027
SOLUCAO USADA . | OBSERVACAO
Concentragio No
Concentragio | Aliquota Calculada "
AGROTOXICO N.® (ug/mL) (ml) (ug/mL) ( x )Pipeta
; 3 ( )Bureta
(B) (©) (B°CIA) Calibrada
Tiram 20971 156,44752 15 46,9342 C233

Observactes: Estocar em frasco Ambar sob refrigeracio.




ANEXO D — MONOGRAFIA DO INGREDIENTE ATIVO MANCOZEBE
Consulta ao site da Anvisa em 11/12/2017

INDICE MONOGRAFICO NOME

Mo2 MANCOZEBE

M02 — Mancozebe

a) Ingrediente ativo ou nome comum: MANCOZEBE (mancozeb)

b) Sinonimia: Manzeb

c) N° CAS: 8018-01-7

d) Nome quimico: manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt
e) Férmula bruta: (CsHsN2SsMn)x (Zn)y

f) Férmula estrutural:

n
I

CHz—Hi—i:—S—Mn-—- Iany

S
e - X

g) Grupo quimico: Alquilenobis(ditiocarbamato)

h) Classe: Fungicida e acaricida

i) Classificagéo toxicoldgica: Classe ll|

) Uso agricola; autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacdo foliar nas culturas de abacate, abodbora, algodéo, alho,
amendoim, arroz, banana, batata, berinjela, beterraba, brocolis, café, cana-de-acucar, cebola,
cenoura, cevada, citros, couve, couve-flor, cravo, crisantemo, dalia, ervilha, eucalipto, feijdo, feijdo-

vagem, figo, fumo, gladiolo, horténsia, macé, maméo, manga, melancia, meléo, milho, orquideas,
pepino, péra, péssego, pimentéo, repolho, rosa, seringueira, soja, tomate, trigo, uva e vagem.

Culturas Modall(c}i;agﬁcgz;or;\prego Intervalo de Seguranca
Abacate Foliar 21 dias
Abobhora Foliar 14 dias
Algodéo Foliar 30 dias
Alho Foliar 7 dias
Amendoim Foliar 14 dias
Arroz Foliar 32 dias
Banana Foliar 7 dias
Batata Foliar 7 dias
Berinjela Foliar 7 dias
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Beterraba Foliar 7 dias
Brécolis Foliar 7 dias
Café Foliar 21 dias
Cana-de-actcar Foliar 80 dias
Cehola Foliar 7 dias
Cenoura Foliar 7 dias
Cevada Foliar 21 dias
Citros Foliar 14 dias
Couve Foliar 14 dias
Couve-flor Foliar 7 dias
Cravo Foliar UNA
Crisantemo Foliar UNA
Délia Foliar UNA
Ervilha Foliar 7 dias
Eucalipto Foliar UNA
Feijgo Foliar 14 dias
Feijdo-vagem Foliar 7 dias
Figo Foliar 21 dias
Fumo Foliar UNA
Gladiolo Foliar UNA
Horténsia Foliar UNA
Maca Foliar 7 dias
Mamaéo Foliar 3 dias
Manga Foliar 20 dias
Melancia Foliar 7 dias
Meléo Foliar 14 dias
Milho Foliar 30 dias
Orquideas Foliar UNA
Pepino Foliar 7 dias
Péra Foliar 14 dias
Péssego Foliar 21 dias
Pimentéo Foliar 7 dias
Repolho Foliar 14 dias
Rosa Foliar UNA
Seringueira Foliar UNA
Soja Foliar 30 dias
Tomate Foliar 7 dias
Trigo Foliar 32 dias
Uva Foliar 7 dias

UNA = Uso N&o Alimentar

Obs: os LMRs para as culturas acima descritas encontram-se elencados na tabela geral de
ditiocarbamatos (*)

k) Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,03 mg/kg p.c.

Péagina 2 de 4



(*) Ditiocarbamatos:

Cultura CS; (mg/kg) | Ingrediente Ativo
Abacate 1,0 Mancozebe
Abacaxi 1,0 Metiram
Abébora 1,0 Mancozebe
Algodéo 1,0 Mancozebe, Metiram e Tiram
Alface 3,0 Metiram
Alho 0,1 Mancozebe e Metiram
Amendoim 0.3 Mancozebe e Tiram
Arroz* 05 Mancozebe e Tiram
Aveia 0,3 Tiram
Banana 1,0 Mancozebe
Batata 10 Man;ozebe, Metam, Metiram,
' Propinebe e Tiram

Berinjela 05 Mancozebe
Beterraba 0.3 Mancozebe e Metiram
Brocolis 05 Mancozebe
Café 0,3 Mancozebe
Capa-de- 0,07 Mancozebe
acucar
Cebola 1,0 Mancozebe, Metiram e Propinebe
Cenoura 0,3 Mancozebe, Metam e Metiram
Cevada 1,0 Mancozebe e Tiram
Citros 2,0 Mancozebe
Couve 1,0 Mancozebe
Couve-flor 0,5 Mancozebe
Cravo UNA Mancozebe
Crisantemo UNA Mancozebe, Metam e Metiram
Dalia UNA Mancozebe
Ervilha 03 Mancozebe e Tiram
Eucalipto UNA Mancozebe

Mancozebe, Metam, Propinebe e
Feijao 0,3 Tiram
Feijdo-Vagem 0,3 Mancozebe
Fumo UNA Mancozebe, Metam e Propinebe
Figo 20 Mancozebe
Gladiolo UNA Mancozebe
Horténsia UNA Mancozebe
Maca 2,0 Metiram, Mancozebe e Propinebe
Maméo 3,0 Mancozebe
Manga 1,0 Mancozebe
Maracuja 1,0 Metiram
Melancia 0,3 Mancozebe e Metiram
Melao 1,0 Mancozebe, Metiram e Propinehe
Milho 0,3 Mancozebe e Tiram
Morango 0,2 Metam
Orquideas UNA Mancozebe
Pastagens 1,0 Tiram
Pepino 0,3 Mancozebe e Metiram
Péra 3,0 Mancozebe
Péssego 40 Mancozebe e Metiram
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Pimentéo 3,0 Mancozebe, Metiram e Propinebe
Repolho 1,0 Mancozebe
Rosa UNA Mancozebe e Metiram
Seringueira UNA Mancozebe
Soja 0,3 Mancozebe e Tiram
Sorgo 0.3 Tiram

Mancozebe, Metam, Metiram e
Tomate 2,0 )

Propinebe
Trigo 1,0 Mancozebe e Tiram
Uva 3,0 Mancozebe, Metiram e Propinebe

* LMR estabelecido para arroz sem casca

Resolucéo RE n® 2.250 de 18/05/10 (DOU de 19/05/10)
Resolugdo RE n® 3.744 de 19/09/14 (DOU de 22/09/14)
Resolucdo RE n® 2.390 de 02/09/16 (DOU de 05/09/16)
Resolucdo RE n® 2.037 de 28/07/17 (DOU de 31/07/17)
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