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RESUMO

O uso de agrotoxicos na agricultura e a consequentaminacao dos alimentos tém sido alvo
de constante preocupac¢do no ambito da saude puipiando a necessidade de realizacdo da
avaliacdo toxicolégica e monitoramento dessas &obists. Os fungicidas Ditiocarbamatos
(DTCs) representam uma importante classe extenswn@nusada na agricultura, devido ao
largo espectro de atividade contra varios patogenpslo baixo custo de producdo. Para a
matriz couve o ditiocarbamato recomendado é o nzhbeocom um valor de limite maximo
de residuo permitido (LMR) de 1 mgkde CS. A couve Brassica oleraceag uma hortalica
rica em glucosinolatos e inddis, compostos antemiels que inibem a mutacdo do DNA e desta
forma contribuem no combate ao cancer, essas selzg&ao precursoras deGiggénico e
podem fornecer resultados falsos positivo de reside ditiocarbamato, quando avaliados pelo
meétodo espectrofotométrico. Em 2001, a ANVISA ioico Programa de Analise de Residuos
de Agrotéxicos em Alimentos (PARA) com o objetive dvaliar os niveis de residuos de
agrotoxicos em vegetais consumidos pela populagdenas nos anos 2009 e 2010, a couve
foi acrescentada ao PARA, entretanto ndo foramsakls os DTCs nesta matriz. Devido a
complexidade analitica da determinacdo de diti@ragtos pelo método espectrofotométrico
na matriz couve, este trabalho teve o objetivoaheparar este método com método conduzido
por cromatografia a gas acoplado ao detector gomfetria em chama (CG-DFC) visando a
identificacdo do método mais adequado para estazma@s amostras isentas de residuos de
agrotoxicos (couve organica) foram obtidas na wegi@ Nova Friburgo/RJ. O método 1
empregado foi o de Keppel, que consiste no tratton@&cido da amostra por uma solucéo
digestiva de HCI| e Sngsubmetido a aquecimento e posteriormente na lestoireomplexo
formado com Cgpor espectrofotometria UV-Visivel a 435 nm. No auét 2, foi empregada

a metodologia de De Kok e Van Bodegraven, o quadiste em adicionar a amostra, a solucao
digestiva e o isooctano em frascos de vidros den25@om tampa rosqueavel e submete-los
ao aquecimento, no banho termostatizado &@B@om agitacdo por 45 minutos. Apds a
digestdo, uma aliquota da fase organica limpidaafalisada por CG-DFC. Dentre as
fortificacdes dos 3 niveis no método 1, verificeugsie no nivel 1, as recuperacdes encontradas
(257 %, 212 %, 231 % e 201 %) estavam acima do eslzecificado pelo SANCO, 70 a 120
%. Desta forma, buscou-se verificar se a causa pleateria ser o armazenamento, refrigeracao
e preparo. Os resultados demonstraram que a coicaglap e congelada apresentou
recuperacdes acima da faixa aceitavel. J& o maldononstrou seletividade, recuperacoes e
precisdo adequadas. O branco da couve ndo aprnesgnsd cromatografico detectavel. A
meédia das recuperacdes dos 3 niveis (82 %, 86 &%) &ncontram-se dentro do permitido
pela literatura. Os limites de deteccdo (0,1 mékg de quantificacdo (0,4 mg:Kgestio
adequados ao LMR (Limite Maximo de Residuos) paretiz de estudo.

Palavras chaves: Ditiocarbamatos. Couve. Validdedmétodos analiticos.



ABSTRACT

The use of pesticides in agriculture and the camsetgcontamination of food have been a
constant concern in the field of public health, gqating the need of toxicological evaluation
and monitoring of these substances. The dithiocaalbes (DTCs) represent an important class
of fungicides extensively used in the agricultureey are characterized by a broad spectrum
of activity against various pathogens and have fmeduction costs. The recommended
dithiocarbamate for the matrix cabbage is mancouéi an allowed maximum residue limit
value (LMR) of 1 mg kg of CS. Cabbage Rrassica oleracenis a vegetable rich in
glucosinolates and indoles, antioxidant compouridg tnhibit DNA mutation and thus
contribute against the formation of cancer. Theges&nces are also precursor of phytogenic
CS and may provide false positive results of dithrbeanate residues, when measured by the
spectrophotometric method. In 2001, ANVISA initiitehe Pesticide Residue Analysis
Program in Food (PARA) in order to evaluate pedéaiesidue levels in vegetables consumed
by the population. Only in the years 2009 and 2@abbage was added to the analyzed foods,
though DTCs has not been evaluated during thabgeni this matrix. Due to the analytical
complexity of dithiocarbamate determination in caip by the spectrophotometric method,
this study aimed to compare this method with théhoek conducted by gas chromatography
coupled to a flame photometric detector (GC-FPyder to identify the more suitable method
for this matrix. Samples free of pesticide residiggganic kale) were obtained in the region of
Nova Friburgo/RJ. The first method used was repdrieKeppel and consisted of acid sample
digestion with a solution of HCl and SnGlubjected to heating and formation of a chromophor
complex. Quantification was performed by UV/Vis spephotometry at 435 nm. The second
method, reported by De Kok and Van Bodegraven,istsef adding the digestive solution,
isooctane and the sample to a glass bottles widwscap and submitting it to heating at 80 °C
while stirring for 45 minutes. After digestion, aliquot of the clear organic phase was analyzed
by GC-FPD. Among the three fortifications levelsalgmed by the first method, it was observed
that the recoveries found for level 1 (257 %, 21,234 % and 201 %) were above the specified
SANCO values (70 to 120 %). Therefore it was vedfivhether the cause could be storage,
refrigeration or preparation. The results showexd tine chopped and frozen cabbage presented
a recovery above the acceptable raf@e. results showed that the chopped and frozeragabb
showed recoveries above the acceptable range. Me&halready demonstrated adequate
selectivity, recovery and precision. The samplebt#Enk cabbageshowed no detectable
chromatographic signal. The average recoveriesleves (82 %, 86 % and 84 %) are within
the permitted in the literature. The limits of deten (0.1 mg.kg) and quantification (0.4
mg.kg?) are appropriate to the MRL (Maximum Residue L)rfor the studied matrix.

Key words: Dithiocarbamates. Cabbage. Validatioaralytical methods.
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1 INTODUCAO

O uso de agrotoxicos na agricultura e a consequami@minacdo dos alimentos tém
sido alvo de constante preocupa¢do no ambito ddespiblica, gerando a necessidade de
realizacdo da avaliagdo toxicolégica dessas subiatir 0 monitoramento dos seus residuos
na alimentacéo (BRASIL, 2015).

Até 1989, os agrotdxicos eram submetidos apenaavascdes toxicologica e de
eficacia agrondmica para obtencédo de registro. Ap@gulamentacdo da Lei no 7.802, de 11
de julho de 1989, pelo Decreto no 98.816, de 1ljaukeiro de 1990, passaram a ser exigidas
também a avaliacdo e a classificacdo do poteneigkdculosidade ambiental (PERES et al.,

2003), o que demonstrou avangos na preservacauida publica e do meio ambiente.

Em 2010, o mercado nacional movimentou cerca dedEBilhdes e representou 19 %
do mercado global de agrotéxicos. Em 2011 houveaumento de 16,3 % das vendas,
alcancando US$ 8,5 bilhdes (SINDAG, 2012).

Em 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia SanitéANVISA), iniciou o Programa
de Analise de Residuos de Agrotoxicos em AlimefB#RA) com o objetivo de avaliar os
niveis de residuos de agrotoxicos, de origem vegaeachegam aos consumidores. Destaca-
se que apenas nos anos 2009 e 2010, o PARA ad@mseenouve aos alimentos analisados,
entretanto o grupo quimico dos ditiocarbamatos (§)Ti@o foi avaliado nesse periodo para
esta matrifBRASIL, 2015).

Os ditiocarbamatos sdo um grupo de fungicidas oggdfurados caracterizado por um
largo espectro de atividade contra varios patégdeqdantas, baixa toxicidade em mamifero
e baixos custos de produgdo (CRNOGORACHWACK, 2009).

Devido a sua larga utilizagcdo, muitos meétodos aoasi foram e estdo sendo
desenvolvidos para realizar tais analises. A maidds métodos de analise utilizados para
determinacao de ditiocarbamatos nao sao suficientenseletivos para distinguir os diferentes
fungicidas, baseando-se na quantificacéo de detsude carbono (Gppor espectrofotometria
de absorcao no UV-Visivel e por cromatografia gag@ss) apos digestdo acida das amostras
(SILVA, 2005; CALDAS et al, 2001)0s DTCs possuem em comum, pouca solubilidade em
solventes organicos extratores e baixa estabilidpde isso os métodos comumentes
empregadas envolvem a digestado acida (CALDAS 08l]).

A couve-manteigaBRrassica oleraceaf uma hortalica de importante consumo no

Brasil, em sucos, caldos e saladas cruas, demodstnauitos beneficios a salde, devido a isto,



17

torna-se importante a avaliacdo dos residuos datéxigpos especialmente da classe dos
ditiocarbamatos, ndo anteriormente avaliada enranogs nacionais de monitoramento, dentre

esses 0 PARA. Desta forma, a couve foi a matriallesta para esse estudo.

1.1 A COUVE-MANTEIGA

A couve-manteigaBrassica oleraceavar. acephala)(Figura 1)também conhecida
como couve-de-folha € uma hortalica rica em glimaisitos e indois, compostos antioxidantes
gue inibem a mutacao do DNA e contribuem no coméatsncer (SOUZA et al., 2003). Além
da propriedade anticarcinogénica, a couve posandgrimportancia nutricional por apresentar

altos teores de vitamina C, minerais e fibras (BKQT991).

Figura 1 - Couve-manteig8iassica olerace&ar. acephala)

fonte: (<http://uenf.br/Uenf/Downloads/LMGV_5207_16913859.pdf>, 2015)

Os glicosinolatos sao convertidos, nas plantag pefio da enzima mirosinase em
isotiocianatos, conforme reacdo apresentada naaFRjUEssa pode estar presente no proprio
vegetal ou na microflora do trato digestivo hum@amoiando sua atividade quando o tecido
vegetal sofre algum tipo de injuria tais como: cagté@ fungos, mastigacao de insetos e humanos
e ou quando o vegetal é congelado e descongel@GSTHORNALLEY, 2007, PERZ et
al., 2000, BONES; ROSSITER, 1996).

Os isotiocianatos sao substancias precursoras gdit@genico e podem dificultar a
analise de residuos de ditiocarbamatos e gerdtadss falsos positivos, devido a isto, deve
ser grande o cuidado no preparo da amostra e ¢éhasto método analitico devendo ser

considerado também a melhor sensibilidade do mesmo.
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Figura 2 - Converséo do glucosinolato em isoticatiampela agdo da mirosinase.

HO

H,0 glucose [ /o 7 HSO;
OH
P\ﬁ,«' v OH \_/ . EES .
MYROSIMNASE 0S037
0s03 B _ R-N=C=5
Glucosinolate Isothiocyanate

fonte: (SHAPIRO et al., 2001)

1.2 AGROTOXICOS

De acordo com o Decreto n°4074/02 que regulamdrearl 7.802/89 (rege 0 processo

de registro de um produto agrotéxico), agrotox&as.

produtos e agentes de processos fisicos, quimigobiadgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no earamagnto e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagangrotecdo de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros estesss e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade aéierar a composicéo
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da dgéosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substanciasletpsoempregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores kedorgs de
crescimento. (BRASIL, 2015)

O termo agrotoéxico, ao invés de defensivo agriqudasou a ser utilizado no Brasil a

partir da Constituicdo Federal de 1988, além daifivagdo na terminologia, este termo

colocou em evidéncia a toxicidade desses produdos @ meio ambiente e para a saude.

(BRASIL, 2010).

1.2.1 CLASSIFICACAO

» Classificagdo conforme a toxicidade

Os agrotoxicos nem sempre sao seletivos para asiesfalvo, e os efeitos adversos a

saude podem ser observados em espécies ndo ainoeads.



Tabela 1- Classifica¢éo da toxicidade dos agrot&xic
Classe

Cor da Faixa

Classe Il Altamente Toxico Amarela

Grau

Classe IV
fonte: (BRASIL, 2011)

Pouco Toéxico Verde

» Classificagdo conforme alvo e grupo quimico

Os agrotéxicos sao originados de uma gama de swimtaquimicas e algumas de
origem biolégica e podem ser classificados de a&coodn o tipo de praga que controlam, com
a estrutura quimica das substancias ativas e assetesaude humana e ao meio ambiente
(AGROFIT, 1998). A Tabela 2 a seguir, apresentgiiiscipais agrotoxicos empregados
mundialmente, de acordo com o tipo de praga e ogguimico que pertence.

Tabela 2 - Classificagdo dos principais agrotoxamscordo com o tipo de praga e o grupo quimico.

(controle de insctos)

Organofosforados

Classificagio quanto a Classificagiio quanto Exemplos
natureza da praga ao grupo quimico (produtofsubstincias/agentes)
controlada
Inorginicos Fosfarto de aluminio, arsenato de
cilcio
Extratos vegetais Olecos vegetais
Inseticidas Organoclorados Aldrin.* DD'T.* BHC*

Fenitrotion, Paration, Malation,
Metil-paration

Carbamartos

Carbofuran, Aldicarb, Carbaril

Pircrréides sintéricos
Microbiais

Deltametrina, Permetrina
Baeillus thuringiensis

Fungicidas
(combate aos fungos)

Inorgiinicos Calda Bordalesa, enxofre
Ditiocarbamartos Mancozeb, Tiram, Mcriram
Dinitrofendis Binapacril

Organomercuriais Acerato de fenilmercirio
Antibidticos Estrepromicina, Ciclo-hexamida

T'rifenil estinico
Compostos Formilamina

Duter, Brestam
“T'riforina, Cloraniformeram

Fentalamidas

Caprafol, Captam

Inorginicos

Arscnito de sddio, cloreto de sédio

Dinitrofendis

Bromofenoxim, Dinoseb, DNOC

Fenoxiacéticos

CMPP, 2.4-D, 24,5-T

Herbicidas Carbamatos Profam, Cloroprofam. Bendiocarb
(combarte as plantas invasoras) Dipiridilos Diquat, Paraquar, Difenzoguat
Dinitroanilinas Nitralin, Profluralin
Benzonitrilas Bromoxinil, Diclobenil
Glifosato Round-up
Desfoliantes Dipiridilos Diquat, Paraquat
(combate as folhas Dinitrofendis Dinosebh, DNOC
indescjadas)
Hidrocarbonertos Bromerto de metila, cloropicrina
Fumigantes h‘:ll()gcn‘.ld(ls -
(combate s bactérias do solo) Geradores de Metil- Dazomert, Metam
isocianato

Formaldeidos

Fonte: (PERES et al., 2003)
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1.3 OS FUNGICIDAS DITIOCARBAMATOS

Os ditiocarbamatos sdo compostos derivados do abtawarbamico e podem ser
classificados em: dimetilditiocarbamatos (DMDC) -erdam, ziram e tiram;
etilenobisditiocarbamatos (EBDCs) - mancozebe, Im@ane zinebe e metiram;
monometildimetilcarbamato - metam sodico e proplesditiocarbamato — propinebe
(LOPES-FERNANDEZ et al.,, 2012; LEMES, 2007). Os epwostos EBDCs séo
biotranformados com formacao de etilenotiuréia (lgTahquanto os DMDCs néo produzem
este composto. A etilenotiuéria em ratos e camugaacarretou hipotireoidismo, hipertrofia
da tiredide e em alguns casos tumores desta giapdulum mecanismo ndo genotoéxico, que
envolve a interferéncia com o funcionamento dadiiie peroxidase, resultando em uma
reducdo nas concentracdes de hormonio da tiredideireulacdo e aumento da secrecao de
horménio estimulante da tiredide (TSH) (WHO, 20MZEVEDO, 2010). Além disso, a
estrutura quimica dos ditiocarbamatos assemelhaawsdissulfiram, que inibe a adeido
desidrogenase e pode, apoOs ingestdo de etanolizoradveis elevados de acetaldeidos
(KLAASSEN et al., 2012).

O ditiocarbamato indicado no Brasil para aplicafgdiar em couve, € 0 mancozebe. O
Limite Maximo de Residuo (LMR) permitido para essatriz é de 1,0 mg.kgde CS
(BRASIL, 2015).

Em 2013, o mancozebe ficou em 9 ° lugar no rantkirsgdez agrotdxicos mais vendidos
no Brasil e as vendas considerando a classificagd@momica fungicida, representou cerca de
11 % da quantidade total comercializada, sendogansi& classe mais comercializada,
perdendo apenas para herbicidas (1° lugar em Veedasseticidas (2° lugar em vendas)
(IBAMA, 2015).

O mancozebe manganese ethylenebis-(dithiocarbamate) (polymerahplex with
zinc salt- é um solido de coloragcdo amarelo-cinza, prat@#minsolivel em agua e soluvel
na maioria dos solventes organicos. E estavel nadighes normais de armazenamento,
decompondo-se em temperaturas elevadas ou na gaeseacidos (LARINI, 1999). A Tabela
3, apresenta a estrutura quimica e formula brutaawozebe, a classificagdo agrondmica e a
classificagdo toxicologica.
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Tabela 3 - Classificagdo agron6mica, classe tod@oh, estrutura quimica e formula bruta do

mancozebe
Classificacéo Classe o i
o . Estrutura Quimica e Férmula bruta

agrondmica Toxicologica
]
i

CH;— NH—C—5—
Fungicida e acaricida Classe llI CHy— M= C—S—Mn— | (Zal,
]
S
T IC4HeNSIMN)X (Zn)y

fonte: (BRASIL, 2015)

1.4 METODOS COMUMENTE EMPREGADOS EM ANALISE DE RHSJOS DE
DITIOCARBAMATOS

1.4.1 Método por espectrofotometria de absor¢éo no udtieta-visivel (UV-VIS)

Crnogorac e Schwack (2009) apresentaram em salhoab método da digestdo acida
seguido da determinacdo do LC§erado na mistura de dietanolamina, acetato deegcob
trietanolamina e etanol, resultando em um comp#&rarelado, mensurado a 430 nm no UV-
VIS previamente estudado por outros pesquisadArgsimeira modificacdo foi introduzida
por Cullen (1964) que simplificou a mistura complete, removendo a trietanolamina,

deixando apenas etanol, dietanolamina e acetatolue.

Diante dos erros constatados nas recuperagfesgdmad culturas, especialmente
naquelas que contém alta quantidade de compogiésioos sulfurosos — que interferem na
determinacdo do GXeppel (1969) modificou 0 método empregando umagsa aquosa de
hidréxido de potassio 6,5 %. A modificacao foi efite na remocao de sulfeto de hidrogénio
e outros interferentes com o gas de G8m desta modificacdo, empregou HCI (1,6 M) e
SnCbk(CRNOGORAC; SCHWACK, 2009).

A Figura 3 representa de forma generalizada onssside extracdo apos modificacdo
por Keppel (1969). A amostra € digerida sob acésotlegdo acida de HCI e Sn@nquanto é
aquecida. O C&é empurrado pelo condensador (b) sob agéo cordimdlaxo de nitrogénio
(e) ou vacuo (f) e passa por uma solucdo de limgblzd®DH) para eliminar possiveis
interferentes (c) e por ultimo reage com uma salugdmplexante de acetato de cobre,

dietanolamina e etanol.
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Figura 3 —Sistema de extragédo apds modernizacadgppel

AC

- |

1-2

fonte:(CRNOGORAC; SCHWACK, 2009)

O procedimento € utilizado atualmente no laboratde residuos de agrotoxicos do
INCQS para a determinacéo de residuos de ditiocetos em hortifrutigranjeiros, indicado
no POP 65.3120.079 (2014a). No método utilizadibi@carbamato é avaliado em consonéancia
a legislacdo como G®sse € liberado na hidrolise 4cida dos DTCs e @bisogm uma mistura
de acetato cuprico, dietanolamina e etanol. O cexaplformado, dimetilditiocarbamato
cuprico, de cor amarela, apresenta um espectrosbegio na faixa do visivelfax= 435 nm)
possibilitando a quantificacdo do fdiberado, através de curva de calibracdo de corazgres
conhecidas do padrao da substancia.

1.4.2 Métodos cromatograficos

A cromatografia gasosa (CG) pode ser utilizada parbstituir o método por
espectrofotometria UV-VIS na determinacdo de resdie ditiocarbamatos. Outros métodos
analiticos foram implementados para a determinalgfioesiduos de agrotoxicos por CG
utilizando diferentes tipos de deteccdo. Estudizdanm a utilizacdo da CG com deteccao por
captura de elétrons (CG-DCE), por fotometria enmeén@CG-DFC) e por espectrometria de
massas (CG-EM).

McLeod e McCully (1969) foram os primeiros a retataemprego da cromatografia
com o método poheadspacgHS), na determinacdo de etilenobisditiocarbamateando

hidrolise, acida a 6@, porém obtiveram recuperacfes insatisfatoriagizattdo o mesmo
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método, porém introduzindo os frascos aquecidd@®&vernightVan Haver e Gordts (1977)
obtiveram boa correlagdo do método de Kepdel método por HS, deve-se considerar que
nao é somente o G8olatil que é injetado no cromatografo, mas tambémpostos sulfurosos
volateis, por isso um espectrometro de massas @ratele valia para deteccdo seletiva
(CRNOGORAC; SCHWACK, 2009).

Em 2002, De Kok e Bondegraven reportaram um mégoecsubstitui o H8tilizando
50 g de amostra incubada em 150 mL de acido cicoi@;6 M mais 25 mL de trimetilpentano,
e volume do extrato de isooctano submerso injededop L no CG-DFC ou CG-EM. O método
foi validado para seis culturas (alface, pepinofango, laranja, couve-flor e trigo) e as
recuperacdes médias ficaram na faixa de 80 a 9%bhkb,Desvio Padrao Relativo (DPR) na
faixa de 3,4 a 7,0 %.

Pfugmacher e colaboradores (1980), partiram dogimcgue os DTCs sédo fungicidas
nao sistémicos e publicaram uma técnica de cromadtagle permeacao de gel (CPG), método
para a determinacdo de manebe, zinebe, mancozelpgopinebe em frutas e legumes, e a
extracao realizada com solucéo aquosa de EDTA. &Ban das recuperacao apresentaram-se
na faixa de 78-106 %. A faixa de trabalho utilizddiade 0,25-2,0 mg.k§ E o limite de
quantificacéo (LQ) foi 0,05 mg.Kgpara diferentes culturas, exetuando o alface cQrd.0,5
mg.kg.

Segundo Coldwell e colaboradores (2003) a anatiseematografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) permite a analise de ditiocarbtmeaporém a CG apresenta melhor

sensibilidade na determinacéo dessa classe deosgid agrotoxicos.

1.5 VALIDACAO DE METODO ANALITICO

A validacdo de um método € um processo continuocqumeca no planejamento da
estratégia analitica e continua ao longo de toseuodesenvolvimento e transferéncia. E uma
avaliacao importante para a qualidade das medig@stseabilidade e confiabilidade (RIBANI
et al., 2004).

O principal objetivo da validacao é demonstrar gueétodo analitico € adequado para
0 seu proposito (WALSH, 1999). A validacdo tambéeved ser considerada quando se
desenvolve ou efetua adaptacées em metodos jadatidinclusdo de novas técnicas ou uso
de novos equipamentos (BRITO et al., 2003).
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Na andlise de residuos de agrotoxicos, a validdoamétodo geralmente ocorre, por
meio de ensaios de recuperagao pois 0 processmfprraacdes necessarias para avaliacao do
método analitico (AMARANTE JR. et al., 2001; THIEREUMER, 1987).

Para a determinacéo dos parametros da validagaues@esarias amostras contendo o
analito de interesse em concentracdes conhecalasestra branco. As amostras com o analito
podem ser chamadas de controle ou testemunha (BBIBD, 2002) e a amostra branco € a
amostra da matriz que sera analisada ndo subnaatittatamento com o ingrediente ativo a

ser determinado.

Os parametros de desempenho normalmente avaliadeslidacdo sdo: seletividade,
linearidade, faixa de trabalho, limite de detecgdimnite de quantificacdo, exatidao e precisao
(AMARANTE JR. et al, 2001).

1.5.1 Seletividade

A seletividade analitica representa a capacidadeale@r de forma inequivoca o analito
em estudo em misturas complexas, sem a interfer@wioutros componentes que possam
interferir com a sua determinacdo em uma amosimgplexa. A seletividade garante que a
resposta encontrada seja exclusivamente da suiast@iec interesse (INCQS, 2015b;
CARDOSO et al., 2010; VESSMAN et al., 2001).

1.5.2 Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método etar gesultados linearmente
proporcionais a concentracao do analito, na fanaitica especificada. Esse parametro pode

ser demonstrado pelo coeficiente de correlacdaida @nalitica (BRITO et al., 2003).

1.5.2.1 Homocedasticidade/heterocedasticidade

Independéncia/dependencia da variancia dos resgduados apds emprego do método
dos minimos quadrados as respostas do método,svessiconcentracdfes das amostras
analisadas. Pode ser avaliado através do testedwedd (INCQS, 2015b; CARDOSO et al.,
2010).
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1.5.3 Intervalo de trabalho ou faixa de trabalhdaixe analitica

O intervalo de trabalho envolve as concentracdessqrao utilizadas para a construcao
da curva analitica utilizada na quantificacdo dassras (INCQS, 2015b; CARDOSO et al.,
2010).

1.5.4 Exatidao (recuperacgao)

A exatidao representa o grau de concordancia entador real do analito na amostra e
o estimado pelo processo analitico sendo express® @®rro sistematico percentual ao
processo. Esse pode ocorrer pela perda da sulestiawido a baixa recuperacdo da extragao,
medidas volumétricas imprecisas ou presenca dégswdiss interferentes na amostra (INCQS,
2015b; CARDOSO et al., 2010; BRITO et al, 2003).

Pode-se estimar a exatiddo pela taxa de recuperagdatravés de estudos
interlaboratorias. A recuperacao é estudada a plartortificacdo da amostra branco. Fortificar
significa adicionar uma concentracdo conhecida kalita estudado na amostra branco
(INCQS, 2015b). A recuperacdo avalia a exatiddonddodo para analise de amostras
fortificadas, sempre que ndo houver material dereetia certificado disponivel, e € expressa
em percentagem (DA SILVA, 2005). O intervalo deugggracdo aceitavel nas determinacdes
de residuos de agrotéxicos esta entre 70 a 120GsSBNCO, 2014). A Figura 4 ilustra um
exemplo de como pode ser realizado o procedimentortficacéo.

Figura 4 - Procedimento de fortificagcdo da amdstamco.

> —> —
/ — Vioraivelde
fortificacao
— > 1 0 |
Q 00O
Solugdo Estoque . Nivel médio de
fortificacao
> N N .
H _ Il

™ = [000o

Amostras
Fortificadas Menor nivel de
fortificacao

Solucdes de
Fortificacao

fonte: (BRITO, 2001)
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1.5.5 Preciséo (repetibilidade)

A precisdo de medicao representa o grau de conuoedéntre indicacdes ou valores
medidos, obtidos por medi¢cbes repetidas no mesntoobbu similares, sob condi¢cdes
especificadas - condi¢cdes de repetibilidade owedmdubilidade. A repetibilidade consite na
precisao da medicdo, sob condi¢des de repetiddidam o mesmo procedimento de medicao,
0S mesmos operadores, o0 mesmo sistema de medgdanesmas condi¢cdes de operacao
(INCQS, 2015b).

1.5.6 Limite de Deteccéo (LD)

O limite de deteccéo (LD) representa a mais baxeentracdo mensuravel do analito
em exame que pode ser detectado com certo limgerdabilidade utilizando um determinado
procedimento analitico. Seu valor pode ser apradentomo Limite de Deteccdo do
Instrumento (LDI) ou Limite de Deteccao do Métotd®i) (INCQS, 2015b). Nesse trabalho,
para o método estudado por CG-DFC, optou-se pliranto método da relacao sinal ruido
(S/R).

A relacdo S/R é a expresséo do limite de deteggando o valor do sinal se aproxima
do nivel de ruido caracteristico do sistema. Ao&® aceita como estimativa do LD pode ser
na proporcao de 3:1 (INCQS, 2015b; CARDOSO efAall0).

1.5.7 Limite de Quantificacao (LQ)

O LQ representa a mais baixa concentracdo do anafit exame podendo ser
determinado de forma quantitativa com precisdo atiddo adequadas, utilizando um
determinado procedimento analitico (INCQS, 201BIMETRO, 2011).

Para este parametro adotou-se os mesmos critédiiiaados para o LD com uma
relacédo da razdo S/R de 10:1 (INCQS, 2015b; CARD@SAD, 2010).
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2 OBJETIVO GERAL

Validar e aplicar método de determinacédo de residieditiocarbamatos na matriz
couve utilizando as técnicas analiticas por espiettmetria de absor¢cdo no UV-VIS e por

CG-DFC.

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar dois métodos de determinacdo de fungicaidigcarbamatos na matriz couve
(por espectrofotometria de absor¢cdo no UV-VIS e @6-DFC) no Laboratério de
Residuos de Agrotéxicos do Instituto Nacional det@de de Qualidade em Saude
(INCQS/FIOCRUZ).

 Comparar os métodos avaliados e validar o escolpata uso no laboratorio de
Residuos de Agrotéxicos, de acordo com os crit@éaceitacdo dos parametros de
validacéo.

» Aplicar o método analisando em amostras de couweepientes do estado do Rio de

Janeiro.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Resfdde Agrotoxicos em alimentos

do Instituto Nacional de Controle de Qualidade emd®; em 4 diferentes etapas:

12 etapa — Avaliacdo do método por espectrofotaandér absorcédo UV-VIS;

22 etapa - Avaliagdo do método por CG-DFC,;

32 etapa - Comparacéo dos dois métodos e escolh&tolonrmais adequado de acordo com os
critérios propostos da validacao;

42 etapa — Aplicacdo do método escolhido.

3.1 INSTRUMENTOS E CONDICOES METODOLOGICAS

Os equipamentos e vidrarias empregadas para agatidlos métodos estudados estédo
apresentados nos itens 3.1.1 e 3.1.2.

Todos os equipamentos utilizados estdo calibradqsaéficados de acordo com o
exigido pela norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 (2005).

Para a avaliacdo dos métodos 1 e 2 foi utilizad@iocarbamato tiram, em funcéo de
sua grande solubilidade em solventes organicosbikdade em solucdo. Apos hidrélise acida
a reacdo gera G quak quantificado através de uma curva analitica.

3.1.1 Método 1 — Espectrofometria de absor¢cao nevits/

- Espectrofotbmetro com luz visivel modelo UV-16Q1f&himadzu) operando a 435
nm, modo de leitura em absorvancia,

- Mantas de aquecimento capacidade 250 mL;

- Cubetas de vidro para uso no espectrofotbmetro

- Vidraria especifica para determinacao de ditioearatos, apresentada na Figura 4;
- Balanca analitica, modelo XP205 e modelo AG2455dcasa decimais (Mettler
Toledo);

- Balanca analitica, modelo LP620P, de 4 casasndésiSartorius);

- Pipetas volumétricas e becheres de volumes \asjad

- Bal6es volumétricos com capacidade de 25 mL, B0250 mL e 1000 mL;
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3.1.2 Método 2 - CG-DFC, no modo enxofre
- Cromatégrafo a gas modelo TRACE CG Ultra comaetepor fotometria de chama
da Thermo Scientific, equipado com amostrador aatmm, injetor no modaplit;
temperatura do injetor de 220 °C, volume de inje4ad., Coluna cromatografica DB-
1301 (6 % cianoproprilfenil e 94 % metilpolisilox@rde 30 m de comprimento x 0,32
mm de diametro interno x 1 pm de espessura de,fpnogramacéo da temperatura do
forno: 60°C a 200°C (1 min) e de 208C a 45°C (0,10 min). Gases: Ar sintético = 115
mL min, N =90 mL min?, e gas d&ake up= 20 mL mint. Temperatura do detector
DFC: base (300 °C) e chama (150 °C). O Tempo derdeofoi de 4,5 minutos. O
equipamento foi ligado a uma estacao de trabalhoasoftware ChromoQuest.
- Banho termostatizado, modelo DUBNOFF Metaboliak®ig, fabricante Precision
Scientific;
- Frascos de vidro de 250 mL com tampa rosqueavel;
- Pipetas volumétricas e balBes volumétricos dereliftes volumes;

-Sistema de purificacdo de agua, modelo Mili-Q Clig

3.2 REAGENTES E SOLVENTES

Para este estudo, foram utilizados os padrbesemézgye solventes listados na Tabela



Tabela 4 — Padrdes, reagentes e solventes utitizamlmétodo 1 e no método 2.
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Método 1 - Espectrofotometria de absorgédo no UV-VIS Método 2 - CG-DFC, no modo enxofre
Solvente/reagente/padréo Fabricante Solvente/reagieripadrao Fabricante
Padrdo de DTC - tiram AccuStandard Padrdo de Dilr@m AccuStandard
Padréo de dissulfeto de carbono . Padréo de dissulfeto de carbong )
(CS)/ISPECTRO Teda (CS)/ISPECTRO Tedia
Etanol, grau HPLC Merck Isooctano Sigma Aldrich
Acido Cloridrico 32 % P.A Emsure Acido Cloridrica 30 PA Merck
Cloreto Estanoso PA Emsure Cloreto Estanoso PA Merc
Hidréxido de sodio PA Merck Hidréxido de sodio PA eMk
Dietanolamina Emsure Acetona grau residuos deciessi Merck
Acetato de Chumbo JTBaker Acetona PA Tedia
Acetona PA Tedia Extr&nAlcalino Merck
Acetona, grau residuos de pesticida Merck Agub-@ft Milipore
Agua destilada e deionizada Milipore
Extrarf Alcalino Merck
ExtrarP® Neutro para lavagem das Merck

3.3 PREPARO DAS SOLUCOES UTILIZADAS

3.3.1 Solugdes para fortificagéo

* Métodol - Espectrofotometria de absorg¢éo no UV-VIS

Foi preparada uma solugdo estoque de tiram comentlagio de 84,2 pg.mlem
etanol, de acordo com o POP 65.3120.096 (INCQS0A partir desta solugcao, preparou-
se uma solugéo intermediaria na concentracdo 68 g@.mL* em 25 mL de etanol de acordo

com a Tabela 5. Estas soluc¢des foram estocadareenef, em frascos de vidro ambar, até o

momento de uso. A validade da solucéo intermedéda 1 ano.
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Tabela 5 - Dados da preparacgdo das solu¢besqréfiedcdo no método 1.

Concentracao Volume Concentracao

oo™ | oy | maldediuia | et SoeRo

1 em etanol (mL) . o

(ng.mL™) tiram (pug.mL™)
84,2 10 25 33,68

« Método 2 - CG-DFC, modo enxofre

Foi preparada uma solugdo estoque de tiram comentragdo de 94,3812 pg.rhem
isooctano. A partir desta solucéo, preparou-se swhacdo intermediaria na concentracao de
37,75248 pg.mtde tiram em 50 mL de isooctano, conforme a Tabalaafxo. Essas solucbes
foram estocadas no freezer em frascos de vidro @@atéao momento de uso. A validade da

solucao intermediaria é de 1 ano.

Tabela 6 - Dados da preparacgéo das solugfes ptfiedQdo no método 2.

. = Volume Concentragéo
Concentraco da solugao 0 16ta de | final de diluicio final da solug&o
estoque de tiram . . . L
(ng.mL) diluicdo (mL) em isooctano intermediaria
Hg- (mL) tiram (ug.mL?)
94,3812 20 50 37,75248

3.3.2 Solugdes para confecgao da curva analitica

» Solugdes para confecgdo da curva analitica no Méfod Espectrofotometria de

absorcéao no UV-VIS

Uma solucéo inicial (solugdo 1) foi preparada pdeat mL de CHem baldo
volumétrico de 50 mL e avolumado com etanol. Aiped solucéo 1, fez-se duas subsequentes

diluicdes obtendo-se a solu¢éo 3 com concentragéinal de 50 pg.mt.

Para o preparo da curva analitica, adicionou-sall8le reagente complexante a cada
baldo volumétrico e diferentes aliquotas da soll&:8As concentracfes nominais da curva
analitica de Cgforam: 0,5 pg.mt:; 1,0 pg.mt%;1,5 pg.mtt; 2,0 pg.mt?, 2,5 pg.mtt. A
leitura da absorbéncia de cada nivel de concewtrdgdcurva analitica foi realizada no
espectrofotometro de absor¢édo no UV-VIS a 435 nmuia foi plotada em uma planilha,
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construida no programa MicrosbfExcel 2013, com a insercdo dos valores de coramgidrdo
CSno eixo das abscissas e as absorbancias obtidasomdas ordenadas.

» Solugdes para confecgéo da curva analitica do M&odCG-DFC.
A solucéo inicial (solucdo 1) foi preparada pesaseld mL de CSem baldo volumétrico
de 50 mL e avolumado com isooctano. A partir dacgam 1, fez-se duas diluicbes subsequentes

obtendo-se a solugéo 3 com concentragdo nomirs0 gey.mlt,

A solucéo 3 foi utilizada para o preparo de difegsrconcentragdes nominais da curva
analitica de C8 1,0 pg.mt%;1,5 pg.mtt; 2,0 pg.mt?, 2,5 pg.mtt e 3,0 pg.mtt. A andlise
de cada nivel de concentracao da curva analiticadbzada no CG-DFC. A curva foi plotada
em uma planilha, construida no programa Micros&&®el 2013 com a insercdo dos valores
de concentracdo do €80 eixo das abscissas e as areas obtidas no eaydinadas.

3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA FORTIFICACAO

Todas as amostras de couve organica usadas rfecdgéo do método 1 e 2 foram
adquiridas de um mesmo fornecedor e mesma plangamgadova Friburgo, RJ.

Testou-se dois procedimentos de preparo e armaeeamias folhas no método 1 e 2
(espectrofotométrico-UV-VIS): (a) picadas, homodeadas e congeladas e (b) picadas,
homogeneizadas e mantidas sob refrigeracéo po@rom 2 dias. Foram pesadas porc¢des de
50 g +/- 0,5 g de couve organica dos meios de pref@ e (b) e armazenadas em sacolas

plasticas no freezer ou em geladeira.

3.5PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO DAS AMOSTRAS

3.5.1 Método 1 - Espectrofotometria de absorcaoviev1S

Para o procedimento de extragdo neste método, asstras (a) picadas,
homogeneizadas e congeladas ou (b) picadas, horingdas e mantidas sob refrigeracéao
foram transferidas para bal6es de fundo redondodias bocas, posicionado em uma manta

de aguecimento. Em uma das bocas do baldo foixauziuma mangueira de fluxo de
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nitrogénio enquanto na outra boca alocou-se umeswatior de vidro encaixado a outras duas
pecas de vidro, conforme mostra a Figura 5.

Figura 5 - Vidraria especifica para determinacaalitiecarbamatos (A) e o espectrofotdmetro (B)

empregados no método 1.

(A)

A peca inferior adicionou-se 20 mL de uma solugddldOH (10%) e na peca superior,
15 mL de uma solucdo complexante feita de acetchdmbo, dietanolamina e etanol. Ao
baldo de fundo redondo contendo a amostra, foiadido 175 mL de uma solucao digestiva,

preparada com HCI 32% PA, Sa@lagua destilada.

As amostras fortificadas, excetuando-se o brawcant fortificadas com concentracdes
de tiram correspondendo respectivamente em @3 mg.kg* (nivel 1); 0,5 mg.kg (nivel 2);
1,0 mg.kg' (nivel 3) de C& Para cada nivel foram feitas 4 replicatas. Apéstabilizacdo do
fluxo de nitrogénio, a manta de aquecimento fa@idigye depois da visualizacdo da condensacao
na boca do condensador, iniciou-se a contagem aeifigos. Ao finalizar esta contagem, o
conteudo da parte superior do sistema, foi tramgfequantitativamente para um balédo

volumétrico de 25 mL e avolumado com etanol.

Procedeu-se a leitura no espectrofotdmetro a 438mproduto complexado contido

no baldao de 25 mL.
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3.5.2 Método 2 - CG-DFC, modo enxofre

Na Figura 6 é apresentado o fluxograma do métq@=2DFC).

Figura 6 - Fluxograma da extracéo de ditiocarbasnatbo método 2.

[ Pesar 50 g de amostra }

em frasco de vidro

!

Adicionar 150 mL de sol. Digestiva + 25 mL de is@oo

}

{ Banho termostatizado }

a 80C por 45 minutos

}

[ Apds resfriamento, retira-se a fase organemasferindo-a para frasco de vidro (aproximadam2tel) }

A 4
Cerca de 1,5 mL da fase organita é
transferida para frasco de vidr
é aliquotada em vials

[ Analise por CG-DFC ]

As amostras (a) picadas, homogeneizadas e congeladh) picadas, homogeneizadas
e mantidas sob refrigeracwam transferidas para frascos de vidro de 250Antada frasco,
foi adicionado 150 mL de solucéo digestiva (a mesatilizada no método 1) mais 25 mL de
isooctano e, para as amostras a fortificacéo, eandb o branco, foram fortificadas com tiram
em quantidade nominais de £8,5mg.kg!, 1,0 mg.kd; 1,5 mg.kgt. Os vidros foram
rapidamente vedados com tampas rosqueaveis, evitdesta maneira a evaporagdo de
substancias volateis e precursoras de €8antidas em banho termostatizados com agitacao
(Figura 7) a temperatura de 80 por 45 minutos. Finalizado o tempo no banho a®s

frascos foram retirados e resfriados em agua féiatingir a temperatura ambiente.
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Aproximadamente 1,5 mL da fase organica sobrenadamnja o Cgfica particionado,
foi aliquotada em vials e posteriormente, analisadaCG-DFC.

Figura 7 - Banho termostatizado com agitacao (&)3-DFC (B) empregados no método 2.

(A) (B)

3.6 DESCONTAMINACAO E LAVAGEM DAS VIDRARIAS UTILIZADAS

Todas as vidrarias utilizadas no método 1 e mébdmguiram os procedimentos
relatados no POP 65.3120.014 (INCQS, 2015a). Asnabs do sistema digestor (método 1)
foram lavadas com Extr&alcalino 5% (v/v) e rinsadas com agua deionizadtildda e postas

a secar a temperatura ambiente.

Os frascos de vidro utilizados no método 2, assama todas outras vidrarias
contaminadas, foram descontaminados com acetora d®pois lavados em agua corrente e
submetidos a molho de Extfaalcalino 5% (v/v) por no minimo 4 horas. Apds jstevidrarias
foram lavadas em agua corrente; lavadas com aguidada/deionizada; lavadas com acetona
grau residuos de pesticidas e por ultimo colocada secar a temperatura ambiente. As bordas

dos materiais secos foram revestidas com papeli@ioi® em seguida guardados.

As cubetas de vidro utilizadas no espectrofotomidram lavadas com solucdo de
Extran neutro e rinsadas com agua destilada/deidaie depois com etanol grau HPLC e secas

a temperatura ambiente
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3.7 VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS

3.7.1 Seletividade

As couves organicas (branco) adquiridas, homogada&z manualmente e pesadas
foram previamente analisadas no espectrofotomefryl$ (métodol) e CG-DFC (método 2)
para observacdo de possiveis interferentes da zma#ri determinacdo de residuos de

ditiocarbamatos como GS

3.7.2 Intervalo de trabalho e linearidade

Este parametro foi avaliado através da curva @&atie CS. A avaliacédo da linearidade
foi feita utilizando o método dos minimos quadradainarios de acordo com a equacao: y =
bx + a. Para tal, utilizou-se uma planilha congtruio Excel® na qual é verificada a existéncia
de valores aberrantes, homogeneidade na varidosieediduos da regresséo e a significancia

da regresséao.

No método 1, espectrofotométrico, utilizou-se 5 ammtracBes nominais de £S
preparadas em solvente etanol: 0,5; 1,0; 1,5; 2,6 @g.mL! (faixa de trabalho). Cada ponto

da curva foi lido 2 vezes.

Foi preparada, para o método 2, uma curva anatiédaS em solvente isooctano, em
5 diferentes concentragées nominais: 1,0; 1,5;2®g 3 pg.mt! (faixa de trabalho). Cada

uma das 5 solugdes foi injetada 3 vezes no CG-DFC.

3.7.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagadviétodo (LDM e LQM)

Os Limites de Deteccao e de Quantificacdo nao feneatiados para o método 1 pois o

mesmo nao apresentou seletividade.

O LDM ou LD, foi calculado para o método 2, a patti conceito da relacao sinal ruido
(S/R) para o Ctavaliado (CARDOSO et al., 2010) O valor teoricolLddfoi a concentragéo
que produziu uma razdo S/R de aproximadamentes8 agetar trés vezes 4 L uma amostra

de couve fortificada com a concentracdo de 0,957.nl! de CS: correspondendo a uma
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concentragdo nominal média na amostra de 0,4 mgdogrespondendo ao primeiro ponto da

curva analitica.

O LQ no método 2, foi calculado a partir do corzdd relacdo S/R para o £&valiado.
O valor teorico do LQ foi a concentragcédo que praduma razdo S/R aproximadamente de 10
ao se injetar trés vezes 4 pL uma amostra de douwiecada com a concentracéo de 0,9570
ug.mL!deCS correspondendo a uma concentragdo nominal médimaoatra de 0,4 mg.Kg

correspondendo ao primeiro ponto da curva analitica

As Equacdes 1 e 2 utilizadas para célculo dessesesasdo apresentadas a seqguir:

e ™
LDM = concentracéo correspondente ao S/R:3:1 O® xlas leituras (Eq. 1)

Média das resposi

N
LQM = concentracéo correspondente ao S/R: 3:1xDP das leituras (Eq. 2)

Média das resposi y

DP = Desvio Padrao

3.7.4 Precisao (repetibilidade)

No método 1, para fortificacéo, foram utilizadaspectivamente, aliquotas de: 0,8 mL
(nivel 1), 1,0 mL (nivel 2), 2,5 mL (nivel 3) dalsgho intermediaria de tiram (concentracao
33,68 pg.mt! de tiram).

No método 2, foram utilizados, respectivamentejuatias de: 1 mL (nivel 1), 2 mL
(nivel 2) e 3 mL (nivel 3) da solugdo intermedidigatiram (37,7525 pg.mide tiram).

Para o célculo da quantidade nominal de tiram @aiécio na amostra em mgkg

dividiu-se a quantidade real de tiram adicionadaugmpor 50 g da amostra fortificada.

mg.kg! de tiram nominal = _pg de tiram (Eq.3)
509
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No célculo da quantidade adicionada correspondéet€S em pg.mtt nominal

utilizou-se a Equacaa 4

Kg. mL? CS nomina=

ug de tiramaonada real

(Eq4)

Adicionada correspondente [vol. do baldo de dilwigZb mL) x fator do tiram (1,578)]

Para calcular a quantidade adicionada correspond#stC% em mg.kg nominal

utilizou-se a Equacao 5.

mg.kg! CS adicionado = pg.mECS adicionado x vol. do baldo de diluicdo (25 mL) (Eq.5)
massa da amostra (g)

As tabelas 7 e 8 descrevem os pontos da curvaieaalfilizados na validacdo e as

concentracdes correspondentes de tiram usadosntifisd¢coes.

Tabela 7 - Pontos da curva de calibracéo e as ntac¢ées correspondentes de tiram em @ados

nas fortificac6es do método 1 (espectrofotométrico)

. Quantidade Quantidade Quantidade
Pontos Qa - . Qu_ar_1t|dade Adicionada Adicionada Adicionada
Curva de Calibracao Aliquota | Adicionada : d d
CS: (ug.mLY) (mL) Tiram (ug) Tlram1 Correspon elnte Correspon elnte
Nominais Real (mg.kg?) CS(mg.kgh) CS (ug.mL*t)
Nominal Nominal Nominal
0,5 0,8 26,94 0,5 0,3 0,70
1,0 1,0 33,68 0,7 0,4 0,80
2,0 2,5 84,20 1,7 1,0 2,13

Tabela 8 - Pontos da curva de calibracdo e as otvacées correspondentes de tiram em @3ados

nas fortificacbes do método 2 (cromatografico).

Pontos da Quantidade Quantidade Qu_ar_1t|dade Qu_ar_1t|dade
. ~ . . L Adicionada Adicionada
Curva de Calibracdo | Aliquota Adicionada Adicionada
4 ) . 1 Correspondente | Correspondente
CS(png.mL ) (mL) Tiram (ug) tiram (mg.kg™) CS2(mg.kg)) CS2 (ug.mLY)
Nominais Real Nominal > ;
Nominal Nominal
1,0 1 37,7525 0,7471 0,4734 0,9570
2,0 2 75,5050 1,4998 0,9504 1,9139
3,0 3 113,2575 2,2550 1,4290 2,8709

A precisao foi avaliada através do desvio padréaive (% DPR) ou coeficiente de

variacdo (% CV) dos resultados entre as quadriupicem cada um dos 3 niveis de

concentracdo das amostras branco fortificadas caltiazarbamato tiram. O CV deve ser
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inferior a 20 %. Este valor é especificado pelawoidiade europeia segundo guia internacional
(SANCO, 2014). O CV é calculado a partir da Equag;ao

CV% = —— %100
M (Eq. 6)

Onde:
CV= Coeficiente de Variagao
s= Desvio padrao das recuperacoes

M = Média das recuperacdes

3.7.5 Exatidao (recuperacao)

Este parametro foi avaliado através da avaliacdoétia das recuperacdes obtidas nos
resultados entre as quadruplicatas em cada umrdesi8 de concentracdo das amostras branco
fortificadas com o ditiocarbamato tiram. A Equa@iexpressa como € calculada a taxa de

recuperacao.

Recuperacdo % = Valor obtidoalor realx 100 (Eq. 7)
Valor real

3.8 IMPLEMENTACAO DO METODO

A implementacdo deste método seguiu a norma ISOI/EI25:2005 que € a norma

internacional que trata dos requisitos de qualidedsaios e calibragcdo em laboratorios.

Assim para implementar o método foram adquiridasrh®stras de couve diferentes
produtores no comércio do Rio de Janeiro. Cada meléolhas de couve obtidas pesava
aproximadamente 1 kg. As folhas foram cortadas edamente, homogeneizadas e pesadas em

porcdes de 50 g +/- 0,5 g que em seguida foramzmmaalas em freezer.

Estas amostras de couve foram analisadas pelo onésmblhido apds avaliacdo dos
dois métodos e escolha do mais apropriado e quéomeltendesse os critérios pré-

estabelecidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 SELETIVIDADE

O método 1 ndao demostrou seletividade para a mésada pois apresentou
interferentes no branco de couve, com absorbaeciad 1.

A amostra de couve organica utilizada como braraofartificacdes nao apresentou

interferéncia no tempo de retencao do CIS5 min), demostrando seletividade adequada no
método 2, como mostra a Figura 8.

Figura 8 - (A) Cromatograma da amostra de couvaricg e (B) cromatograma da solucao de 125
concentracdo de 2,0 pg.mlanalisada por CG-DFC.

— (A)
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4.2 INTERVALO DE TRABALHO E LINEARIDADE

As curvas analiticas no método 1 e 2 apresentagalimsar e com variancia dos
residuos homocedasticos na faixa de concentragiiessa pg.mt de CS (0,5 pg.mtta 2,0
ng.mL*no método 1 e de 1,0 pg.mha 3,0 ug.mt no método 2). Nas Tabelas 9 e 10 s&o
apresentados o0s respectivos resumos dos resultbfides para esse parametro. Na Figura 9 é

apresentada a planilha com os dados obtidos atdavésétodo 2 para formulacdo da curva
analitica.



41

Tabela 9 - Resumo dos resultados obtidos na agialidg linearidade pela Anova para o método por

espectrofotometria UV-visivel (método 1).

Data de analise

Significancia
da regresséo

Coef. de
correlacéao (r)

Variancia dos
residuos

Regressao

08/12/14

Linear

0,997397

Homocedastico

Significativa

Figura 9 - Planilha para avaliacdo da curva analffig, obtida através dos dados gerados pelo método
2 — CG-DFC.

Ministério da Saide
1 FIOCRUZ = =
E Fundagéio Oswaldo Cruz
[ Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide - INCQS INCQS
Laboratdrio de Residuos de Agrotdxicos
Curva Analitica-Validagao de ditiocarbamato na matriz Couve para CG-DFC
Analista:  Juliana/Lucia ito: CG/DFC Sequéncia: Data: 28/05/2015
Curva de Calibragio Céicufos dos residuos -
Concentragio Resposta ki = el B cv Somatérlo Malor C de Cohran Resultado
Pontos pgml area % Varidncia Varifincia € calculado C tedrico
1 L0 2080 3225905 8656960,5 20422713 0912 5124937535 236044680,5 04623 0,841 Homacedistico
1,000408 324671
5006 ANOVA - da regressio e Teste de desvio da Linearidade
2 il T 632150 41514272 6443,1570 1,019 o
1,500612 636706 Fonte G.L sq MQ F valor-p | Sign
4 Regresséo 1 6,84E412 6,84E+12 403,8088 3,925E08
3 L it 1240398 5 38360040,5 6193,5483 0,499 A sy s - - [ ecoes
2,000818 1236019 Residuos 8 135411 1,69E+10 #
Total 9 B,97E+12 # #
4 2anioen BT 18504555 | 2360446805 15393,0075 0,828 ki il
2,501020 1870340 Xmed= 2,0008
¥med= 1337332,800
5 3001724 21140 2632070 187017800 13675 4451 0,520 s :
3,001224 2622400 Se’= 16928223185 4
S omatsrio 2000818 13373329 Se= 130108,51
n= 10
Curva analitica - CS2 5p. em duplicata o T
3000000 i oo B U 00
coef.ang = 1168776,03838  |n = nimero de observagbes
y = 1168776,039376x - 1001172,800000 ® alta= 0,05 s = numaro do nivels
2500000 ? = 0,980 -
u= 5 |2 = nimero de parimetros estimados
r= 0,980239
2K R2= 0,980573
p= 0,05
{00000
o grafico de residuos
1000000 300000
200000 .
100000 * 4
500000 0
< ; +
-100000 - * - * *
0 -200000
[i] 0.5 1 1.5 2 2,5 35 -300000
concentragao conhecida (ug/mi) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tabela 10 — Resumo dos resultados obtidos na eflalida linearidade pela Anova para o método por
CG-DFC (método 2).

Data da

analise

Significancia
da regressédo

Coef. de
correlagéao (r)

Variancia dos
residuos

Regresséo

28/05/15

Linear

0,990239

Homocedastico

Significativa
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4.3LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO DO METODO

4.3.1 Limite de deteccéo e quantificacdo para o métodeeppectrofotometria de absorcao
no UV-VIS

O LD e o LQ nao foram estabelecidos para este roétstib que as recuperagdes das
amostras fortificadas ficaram acima do estabelgogdo SANCO (2014) que € entre 70 a 120
%.

4.3.2 Limite de deteccdo e quantificacdo para @dweporCG-DFC

Para o célculo do LDM e LQM foi considerado queacentracéo de 0,9570 pg.rthlL
(concentracéo referente ao primeiro nivel de foetffdo) apresentou a relacdo S/R de 3 e de
10. Na tabela 11, sdo apresentadas as areas cmglegpes a concentracao utilizada para
avaliacdo dos LD e LQ do método e seus referidisescalculados a partir das Equacgdes 1
e 2.

Tabela 11 - Leitura das areas de,@8rrespondentes a concentragédo de 0,9570 jgobtidas pelo
CG-DFC para célculo do LD e LQ utilizando a rela&ZR.

Limite de Deteccéo (LD) Limite de Quantificacdo (LQ)
1
Conc. 0,9570 pug.mt Relac&o (S/R de 3) Relaco (S/R de 10)
areas-CS | _ (9570 x 3 x 28124,17103 = 0,9570 x 10 x 28124,17103
injecéo 1 273714 304754,6667 304754,6667
injecéo 2 312009 ) )
ioca0 3 28541 = 0,264949128 pg.mt =0,883163761 pug.mt
média 304754,6661 = 0,2649 x 25 mL 9,1324 mg.kg- | = 0,8831 x 25 mL 0,4404mg.kg
desvio padrdo 28124,17103 50,139 50,139

O valor de LD de 0,1 mg.Kge LQ de 0,4 mg.k§ foram confirmados a partir da
fortificacdo em quadruplicata da concentracdo destapresentando precisdo e recuperacao
adequadas. Os valores dos limites de deteccaaeatificacdo do meétodo calculados estédo

de acordo com a faixa linear adotada e o LMR patinmcouve.
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4.4PRECISAO E REPETIBILIDADE

Na Tabela 12 e Tabela 13 sdo apresentados os yaereoncentracdes encontradas e

respectivos CV para os métodos 1 e 2 estudados.

Tabela 12 - Precisao e repetibilidade no método 1.

Couve - Concentracdo de CSencontrada (ug.mL?Y)

Concentragéo 1 Concentragao 2 Concentragéo 3

Repeticdo 1 1,4020 1,0320 2,2360
Repeticéo 2 1,8000 1,0030 2,5360
Repeticdo 3 1,6250 1,0220 2,320
Repeticdo 4 1,6160 0,9930 2,3170
Média (ug.mLY) 1,6205 1,0125 2,3185
Desvio Padréo 0,162914 0,017711 0,128531
Coeficiente de Variagéo (%) 10,05331 1,749199 5,543719

Tabela 13 - Preciséo e repetibilidade no método 2.

Couve - Concentracdo de CSencontrada (ug.mL?Y)

Concentracéo 1 Concentracao 2 Concentracao 3
Repeticdo 1 0,7913 1,7273 2,5287
Repeticao 2 0,7252 1,7347 2,6948
Repeticdo 3 0,7154 1,6449 2,4749
Repeticéo 4 0,9245 1,5049 1,9733
Média (ug.mL™) 0,7891 1,65295 2,417925
Desvio Padréo 0,096355073 0,106762337 0,310842086
Coeficiente de Variagéo (%) 12,21075561 6,45889696 12,8557373

Nos métodos 1 e 2 os CV foram inferiores a 20 %f{armne especificado pelo SANCO
(2014).

4 5RECUPERACAO E EXATIDAO

Na Tabela 14 s&o apresentadas as taxas de re@gerapntradas para o meétodo 1.
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Tabela 14 Concentragdo de G8 recuperac¢des no método 1.

Concentracao

de CS Concentracéo de

CScencontrado | eCUPeragao

Média

Identificacdo

Massa (g)

encontrado
(ug.mL*)

(mg.kg™)

(%)

1° Nivel de
Fortificacdo— 12
Replicata

50,3870

1,4020

0,6956

205

1° Nivel de
Fortificacdo— 22
Replicata

50,4510

1,8000

0,8920

264

1° Nivel de
Fortificacdo— 32
Replicata

50,2260

1,6250

0,8088

238

1° Nivel de
Fortificacdo— 42
Replicata

50,2310

1,6160

0,8043

237

236

2° Nivel de
Fortificacdo —12
Replicata

50,5400

1,0320

0,5105

121

2° Nivel de
Fortificacdo- 22
Replicata

50,2730

1,0030

0,4988

117

2° Nivel de
Fortificacdo — 32
Replicata

50,0370

1,0220

0,5106

120

2° Nivel de
Fortificacdo — 42
Replicata

50,0400

0,9930

0,4961

116

119

3° Nivel de
Fortificacdo — 12
Replicata

50,0910

2,2360

1,1160

105

3° Nivel de
Fortificacéo — 22
Replicata

50,0920

2,5360

1,2657

119

3° Nivel de
Fortificacdo — 32
Replicata

50,1320

2,320

1,1679

110

3° Nivel de
Fortificacdo — 42
Replicata

50,088

2,3170

1,1583

109

110

As recuperacdes para 0 método espectrofotométriémfo 1) no nivel 1, ficaram fora
do permitido pelo documento de orientacdo SANCQaliglacdo de andlises de residuos de
pesticidas em alimentacdo humana e animal, quearaifaixa aceitavel de 70 a 120 %
(SANCO, 2014). Para entender o que poderia tedteeasa alta recuperacéo, estudamos duas
diferentes formas de preparo e armazenamento dagras1 picada e congeladas e picadas nao
congelada, os resultados estao apresentados tea1dbe



Tabela 15 Recuperagdes de dois diferentes modos de prepammastra de couve.
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Condicao de preparo da amostra

Concentracéo de C5

encontrado mg.kg*

Recuperacao (%)

Picadas e congelada (repeticdo 1) 1,1630 170
Picadas e congelada (repeticdo 2) 1,4780 216
Picadas e ndo congelada (repeticdol) 0,8060 118
Picadas e ndo congelada (repeticéo 2) 0,8360 122

Os resultados demonstraram que a couve picada geleda apresentaram uma

recuperacdo acima da faixa aceitavel pelo SANCQ4R@Pode-se constatar com isso que o

congelamento e descongelamento estdo relacionados @ aumento de substancias

precursosras de G3itogénico (isotiocianatos), levando a obtencao reésultados falsos

positivos no método 1. O mesmo procedimento de giangelar foi aplicado ao método 2

porém nao houve alteracao significativa na respaéia sendo identificado sinal no tempo de

retencdo do GS

Na tabela 16 sédo apresentados os resultados obidagcuperacdes do método 2. As

recuperacdes para 0 método 2 estdo dentro dadeexzvel pelo SANCO (2014).
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Tabela 16 Relacdo das amostras fortificadas e a recuperagémetodo 2.

Concentragao
encontrada
ug.mr CS

Concentragao
encontrada
mg.kg! CS

Recuperacéo

Identificacéo Massa (g) (%) Média

1° Nivel de
Fortificacdo— 12
Replicata

51,254

0,7913

0,3860

83

1° Nivel de
Fortificacdo— 22
Replicata

50,354

0,7252

0,3601

76

1° Nivel de
Fortificacao —32
Replicata

50,523

0,7154

0,3540

82
75

1° Nivel de
Fortificacdo 42
Replicata

50,008

0,9245

0,4622

97

2° Nivel de
Fortificacdo —12
Replicata

50,550

1,7273

0,8543

83

2° Nivel de
Fortificacdo— 22
Replicata

50,270

1,7347

0,8627

90
86

2° Nivel de
Fortificacdo— 32
Replicata

50,330

1,6449

0,8171

91

2° Nivel de
Fortificacdo 42
Replicata

50,230

1,5049

0,7490

86

3° Nivel de
Fortificacdo —12
Replicata

50,509

2,5287

1,2516

79

3° Nivel de
Fortificacdo 22
Replicata

50,031

2,6948

1,3466

88

3° Nivel de
Fortificacdo —-32
Replicata

50,030

2,4749

1,2367

84
94

3° Nivel de
Fortificacdo 42
Replicata

50,334

1,9733

0,9801

86

4.6 COMPARACAO DOS METODOS AVALIADOS

Apos avaliacdo dos dois métodos desse estudo,iceerse que o método 1,
espectrofotométrico, ndo atendeu os requisitoscégms da validagdo na matriz couve-
manteiga. Apesar de ser um método que requer baigstimento para ser implementado por
apresentar equipamentos e vidrarias mais acessigiesentou baixa seletividade com
absorbancia de 0,011 na amostra branco e baixa@d@&@xatom média de recuperacdes no
primeiro nivel de 236 %, acima da faixa indicad&pieratura. Além disso, este método
apresentou maior consumo de solventes e tempcenatio apenas duas amostras extraidas
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por 45 minutos, ou seja, no maximo 8 andlises @orJd o método 2, CG-DFC, um sistema
com alta seletividade para compostos sulforoso®saptou excelente seletividade para a
matriz couve que contém varios compostos contenxlofee, que pdde ser confirmada por nao
configurar nenhum sinal de €&a matriz branco. Demonstrou bons resultados ranpetro
exatiddo com todas as recuperacdes dos 3 niveidinfaixa especificada pela literatura.
Comprovou praticidade e economia, consumindo mesabgentes e dispondo de maior
quantidade de amostras extraidas (6 frascos cantendmostras) por 45 minutos, totalizando
em meédia 12 analises por dia, levando em consi@leracnimero de frascos de vidro

disponiveis no laboratorio para este fim.

4.7 APLICACAO DO METODO VALIDADO

Das doze amostras de couve analisadas pela CGdpe@as duas apresentaram sinal
no tempo de retencéo do £3»m valores de residuos de ditiocarbamatos exmessong.ky
1de CS. Ambas as respostas obtidas destas duas amast@straram-se abaixo do limite
maximo permitido para a matriz couve pela literat{ir mg.kg"). A seguir, sdo apresentados

0s cromatogramas das duas amostras de couve AigBg 10 e Figura 11).

Figura 10 — Cromatograma da amostra de couve A

75 I
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Figura 11 — Cromatograma da amostra de couve B.
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5 CONCLUSAO

A validacdo de métodos analiticos € de grande itApoia para determinacdo de
residuos de agrotoxicos em alimentos, garantirmmfabilidade dos resultados e a seguranca

dos consumidores.

Através deste estudo pode-se inferir que o méto@sdectrofotometria UV-Visivel)
nao é adequado para determinar residuos de diiaroatos na matriz couve, apresentando

resultados insatisfatorios dentre os parametrascégmados na validagéao.

Foi possivel validar e implementar um segundo nétatllizando a CG-DFC, o qual
atendeu todos os parametros da validagéo, alérerdertstrar maior praticidade e economia
de solventes e mao de obra. Foram analisadas asdstcouve e cerca de 15 % apresentaram

ditiocarbamatos como G8entro do LMR especificado na legislacéo.
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