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APRESENTACAO

A presente obra “Nutricao, Analise e Controle de Qualidade de Alimentos” publicada
no formato e-book, traduz, em certa medida, o olhar multidisciplinar e intersetorial da
nutricdo. O volume abordara de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas,
relatos de casos e revisdes que transitam nos diversos caminhos da nutricdo e saude.
O principal objetivo foi apresentar de forma categorizada e clara estudos desenvolvidos
em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais em dois volumes. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a avaliagdo antropométrica da
populacgédo brasileira; padroes alimentares; vivéncias e percepgdes da gestacao; avaliacoes
fisico-quimicas e sensoriais de alimentos, determinacao e caracterizacdo de compostos
bioativos; desenvolvimento de novos produtos alimenticios e areas correlatas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos neste e-book com a
proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela nutricdo, satude e seus aspectos. A nutricdo é uma ciéncia
relativamente nova, mas a dimensdo de sua importancia se traduz na amplitude de areas
com as quais dialoga. Portanto, possuir um material cientifico que demonstre com dados
substanciais de regides especificas do pais € muito relevante, assim como abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade. Deste modo a obra “Nutricdo, Anélise e Controle
de Qualidade de Alimentos” se constitui em uma interessante ferramenta para que o leitor,
seja ele um profissional, estudante ou apenas um interessado pelo campo das ciéncias da
nutricdo, tenha acesso a um panorama do que tem sido construido na area em nosso pais.

Uma étima leitura a todos(as)!

Carla Cristina Bauermann Brasil
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RESUMO: Os pesticidas ditiocarbamatos
(DTC) sé@o uma classe de fungicidas muito
importante, de agdo nao-sistémica, com amplo
espectro de atividade, e registrados para o
controle de doengas fUngicas em uma grande
variedade de culturas. Geralmente, os DTC néao
sdo considerados altamente toxicos, mas uma
exposicado a curto prazo a essas substancias
pode causar irritagdo ocular, respiratoria e
cutanea. A importancia toxicologica desses
fungicidas nos alimentos, especialmente os
etilenobisditiocarbamatos (EBDC), como o
mancozebe, esta relacionada ao seu produto
de degradacao etilenotioureia (ETU). Devido
a necessidade de controlar vérias culturas
alimentares para residuos de DTC, muitos
métodos analiticos tém sido desenvolvidos.
Alguns desses métodos sdo baseados na
hidrélise acida de DTC na presenca de cloreto
de estanho (Il) e na andlise do dissulfeto de
carbono (CS,) por diferentes técnicas, como a
espectrofotometria UV-visivel. Foi realizada uma
validagdo do método espectrofotométrico para
DTC. As recuperacgdes foram determinadas pela
adicao de mancozebe a uva, em 4 concentracoes
(correspondentes a 0,01, 0,02, 0,04 e 0,2 mg de
CS, kg™, n = 5), e a influéncia da vazédo de N,
nos valores de recuperagdo foram estudados.
As recuperagdes ficaram na faixa de 70 a 120%
(RSD < 4,1%). Um controle adequado da vazéo
€ critico para se obter recuperacdes aceitaveis.
Este estudo relata um método que atende aos
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requisitos necessarios para a andlise quantitativa de DTC em uva com exatiddo (% de
recuperacgado) e precisao (% de RSD) satisfatérias.
PALAVRAS-CHAVE: Uva. Agrotoxicos. Ditiocarbamatos. Validagéo de método.

INFLUENCE OF N, FLOW RATE ON DETERMINATION OF DITIOCARBAMATES
IN GRAPE BY KEPPEL'S METHOD

ABSTRACT: Dithiocarbamates (DTC) pesticides are a very important non-systemic class of
fungicides with broad activity spectrum, registered for the control of fungal diseases on a large
variety of crops. Usually, DTC are not considered highly toxic, but a short-term exposure to
these substances can cause eye, respiratory and skin irritation. The toxicological importance
of those fungicides in food, especially ethylenebisdithiocarbamates (EBDC) like mancozeb,
is related to their degradation product ethylenethiourea (ETU). Due to the need to control
several food crops for DTC residues, many analytical methods have been developed. Some
of those methods are based on acidic hydrolysis of DTC in the presence of tin (Il) chloride
and analysis of the evolved carbon disulfide (CS,) by different techniques such as UV-vis
spectrophotometry. A spectrophotometric method validation was carried out for DTC and
recoveries were determined by spiking mancozeb to grape, at 4 levels (corresponding to
0.01, 0.02, 0.04 and 0.2 mg CS, kg™', n=5) and the influence of N, flow rate on the recoveries
values was also studied. The recoveries were in the range of 70-120% (RSD < 4.1%). A good
flow control seemed to be critical to get acceptable recoveries. This study reports a sensitive
residue analysis method suitable for quantitative analysis of DTC in grape with satisfactory
accuracy (recovery %) and precision (RSD %).

KEYWORDS: Grape. Pesticides. Dithiocarbamates. Method validation.

11 INTRODUGAO

A producgéo de uva para processamento € um importante segmento gerador de
emprego e renda no pais, capaz de fornecer produtos derivados, como geleia, suco, vinho
e espumante. A adocéo do sistema de Producao Integrada por parte dos viticultores auxilia
na producéo de uvas de alta qualidade, dando prioridade a métodos seguros do ponto de
vista ecolbgico, os quais minimizam os efeitos nocivos da utilizacdo de agrotdxicos, de
modo a salvaguardar o meio ambiente e a saide humana.

Na Producéo Integrada de Uva é permitido o uso do fungicida de contato mancozebe,
pertencente a classe dos ditiocarbamatos (DTC), e sua associacdo com cimoxanil,
famoxadona, zoxamide, benalaxil e oxicloreto de cobre (BRASIL, 2008).

O primeiro DTC empregado como fungicida foi o tiram, em 1934. Introduzido
em 1962, o mancozebe ocupa um papel importante no mercado mundial de fungicidas
(GULLINO et al, 2010), sendo no Brasil o terceiro agrotoxico mais vendido, depois dos
herbicidas glifosato e 2,4 D (IBAMA, 2018).

Os DCT ainda sao ferramentas essenciais para prevenir ou reduzir a adaptacédo
de fungos e aumentar a producdo agricola. Sdo usados sozinhos ou combinados com
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fungicidas sistémicos. (CRNOGORAC & SCHWACK, 2007; YANG et al, 2011; MUJAWAR
et al, 2014; KUMAR et al, 2020).

O uso desses fungicidas é eficaz no controle de doencas flingicas, porém a
concentracgdo dos residuos de DTC deve ficar abaixo do Limite Maximo de Residuos (LMR)
estabelecido pelas legislagdes nacional e internacional. Atualmente, o LMR estabelecido
pela legislagéo nacional para DTC em uva é de 3 mg CS, kg™, a partir do uso de mancozebe,
metiram e propinebe. (BRASIL, 2003)

Devido a rapida degradacédo na presenca de luz, umidade, oxigénio e a baixa
solubilidade em agua (0,2 a 18 mg L"), os DTC esté@o entre os contaminantes organicos
mais dificeis de serem determinados. (CRNOGORAC & SCHWACK, 2009). Muitos dos
métodos analiticos existentes para determinagéo de DTC estéo baseados na hidrolise acida
destes, na presenca de cloreto de estanho (Il), em meio &cido e sob aquecimento (Figura
1), seguida da analise de dissulfeto de carbono (CS,) por diferentes técnicas analiticas.

S S
NAls S Les
|'|| 2+ 2+ I"| 2+
Mn“" /Zn“" + 2 HCI - > Mn
N - R
‘ S l\‘l"\ Vs
T '
S S
N
|
. 2CS,+ (H Mn?*/ zn?*
N
|

Figura 1: Reag&o de quebra da molécula de mancozebe liberando CS,.

O método proposto por Keppel (1971) € aceito internacionalmente, onde o CS,
é carreado por N, até formar um complexo na presenca de cobre e dietanolamina, com
posterior determinagéo por espectrofotometria UV-Vis. Desta forma, este estudo objetivou
avaliar a influéncia da vazéo de N, na determinag&o de ditiocarbamatos em uva, uma vez
que este método ainda é bastante utilizado devido ao baixo custo, e por laboratérios que
néo dispdem de outras técnicas analiticas para este fim, como a cromatografia.

21 MATERIAIS E METODOS

Preparou-se uma solugéo de CS, (1000 yg mL") em etanol e reagente complexante,
e a partir desta realizaram-se as diluicdes para posterior obtencéo da curva analitica. Para
os ensaios de fortificacao e recuperagao, preparou-se uma mistura de mancozebe em silica
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gel, pois € bem conhecido que este principio ativo € pouco solivel em solventes organicos
e apresenta baixa estabilidade em solugéo. (TOMLIN, 2004)

A uva “branco” (ndo contendo DTC) usada para este estudo foi adquirida em feiras
livres do municipio de Santa Maria/RS.

2.1 Procedimento Analitico

Para a realizagdo do estudo da influéncia da vazdo de N, no percentual de
recuperacao, realizou-se a hidrolise acida no sistema representado na Figura 2, onde 300
g de uva “branco” foram colocados em baléo de fundo redondo de 3 bocas, com 20 mL de
solugéo de cloreto de estanho a 40% (m/v) e 200 mL de solucdo a quente de acido cloridrico
a 10% (v/v).

Figura 2: Sistema utilizado para analise de ditiocarbamatos em uva.

Nos traps foram colocados, do 1° (préximo ao balao de 3 bocas) ao 3°,
respectivamente, 10 mL de solu¢do de acetato de chumbo a 30% (m/v), 10 mL de solucédo
de hidréxido de s6dio 2,5 mol L' e 15 mL de solugdo complexante (0,7 mg de acetato de
cobre e 1,5 g de dietanolamina em etanol). O sistema reacional permaneceu por 1 hora
em ebuligédo, sob vazéo continua de N,. O complexo formado (Figura 3) foi transferido
para baldo volumétrico de 25 mL, e completou-se com etanol. A absorbancia foi medida
espectrofotometricamente a 435 nm.

HaCH,C s CH,CH
N, S NN/ 28 208, + 2 (CHyCHy)oNH + Cu*? —
HscHzc/ N g \ CH,CH,
Proveniente do Dietanolamina
Complexo principio ativo

Figura 3: Complexagéo do CS, com dietanolamina e cobre.
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2.2 Avaliacao da vazao

Foram avaliados os percentuais de recuperacao obtidos ao empregar vazao aleatéria
de N, e vaz&o controlada, na faixa de 20 a 60 mL min™', para fortificagéo na concentragéo
de 0,02 mg CS, kg™. Apos, realizou-se a validagdo com vazéo aleatoria e controlada em 50
+ 3 mL min', nas concentragdes de 0,01; 0,02; 0,04 e 0,20 mg CS, kg™, em 5 replicatas, e
os resultados foram estatisticamente comparados.

2.3 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente comparando-se as diferencas
das médias pelo teste T pareado, a nivel de 95% de confianga, com auxilio do software
GNU PSPP 1.2.0.

2.4 Validacao do Método

No estudo de validacdo do método, os seguintes parametros foram avaliados:
linearidade da curva analitica, limites de deteccado (LOD) e de quantificagdo (LOQ),
precisao (repetibilidade) determinada como desvio padrao relativo percentual, e exatidao

determinada como percentual de recuperacgéo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, construiu-se uma curva analitica que apresentou linearidade na
faixa entre 0,1 e 20 mg CS, mL™" e coeficiente de correlagéo de 0,9994.

Para a determinagéo teédrica do LOQ, somou-se a média das absorbancias de
5 analises de uva “branco” com 10 vezes o desvio padrédo. No entanto, seguindo as
recomendacdes do documento oficial da Unido Europeia para validacdo de método para
determinacdo de agrotoxicos (EU, 2019), o LOQ foi considerado como sendo a menor
concentracéo do analito fortificado que atendeu aos critérios de aceitacdo de desempenho
do método, ou seja, recuperacdes no intervalo de 70 a 120% e RSD =< 20%. O LOQ obtido
para o método analitico foi de 0,01 mg CS, kg™ que corresponde a 0,02 mg mancozebe
kg™.

Os valores obtidos para avaliacdo da exatidao e da precisdo do método analitico
encontram-se na Tabela 1.

Aplicou-se o teste T pareado que demonstrou haver diferenca estatisticamente
significativa entre o emprego de vazé&o aleatéria e de vazéo controlada de N, a 50 mL min"".

Os resultados de recuperacéo obtidos para as concentragdes de fortificacao de 0,04
e 0,2mg CS, kg, apresentaram um aumento de 16,7% e 23,1%, respectivamente, quando
a vazao deixou de ser aleatéria e passou a ser controlada em 50 + 3 mL min'. Com isso,
os resultados de recuperagéo, que informam sobre a exatiddo do método analitico, e que
inicialmente estavam fora dos critérios de aceitacdo, foram apropriadamente alcancados.
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Wazio Aleatoria

Wazao Controlada (50 mL min™)

Niveis de
Fortificago | Recuperacio| Meédia RSD |Recuperacéo| Média RSD
{mg CSzkg ) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1076 114 .5
1076 116.2
0,01 104.1 1058 1,7 1128 138 1.7
1058 1110
1041 1145
48,6 1367
ag.5 140,1
0,02 98,9 99,2 4.1 1373 136,2 21
95,0 1336
1058 1332
64,0 73.5
§3,0 73.0
0,04 63,6 63,3 1,5 71.0 73,9 28
64,0 757
61,8 76.2
543 67,1
54,5 66,4
0,2 541 54,5 2.2 65,6 87,1 1,8
53,3 67.6
56,5 68.8

Tabela 1: Percentual recuperacdo média e RSD% obtidos na validagdo do método analitico
para analise de uva, com vazé&o aleatoria e controlada de N,.

Desta forma, o estudo prosseguiu avaliando-se os percentuais de recuperacao

(n=5), na concentracao de fortificagdo 0,02 mg CS, kg', em relagéo a variagdo da vazao de
2

N, na faixa de 20 a 60 mL min'', uma vez que os resultados para 50 mL min™ ficaram fora da

faixa percentual aceita de recuperacéo. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 2.

Vazdo de Nz (mL min )

Aleatoria| 20 30 35 40 45 55 60

Recuperagdo 992 46,4 | B6.2 | 74,7 [ 263 | B59 | 60,0 | 3386
{media%)

RSD% 4.1 9.7 4.4 4.1 9.5 3.8 2.2 14,5

Tabela 2: Resultados de recuperacao (exatidao) e de desvio padrao relativo (precisdo) para
vazdes aleatoria e controlada de N, (n=5).
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Apesar dos excelentes resultados de precisdo, somente o0s percentuais de
recuperagdo com a vazao aleatoria e controlada em 35 mL min"' atenderam o preconizado
para a determinagdo de residuos de agrotoxicos (recuperagéo na faixa de 70 a 120% e
RSD < 20%). (EU, 2019)

Ao aplicar-se novamente o teste T pareado, observou-se que ha diferenca
estatisticamente significativa entre o emprego de vazéo aleatéria e de vazéao controlada em

toda a faixa de vazéo estudada.

41 CONCLUSOES

A partir dos resultados, verifica-se a enorme influéncia do controle da vazao de
N, sobre a exatiddo dos resultados obtidos, comprovando a necessidade de um rigoroso
controle desta vazéo durante a validacdo do método analitico, bem como na analise de
amostras reais.

O método validado permite a determinacéo de residuos de DTC em uva com
detectabilidade, linearidade, exatidao e precisao adequadas para quantificar concentragbes
a partir de 0,01 mg CS, kg™ que corresponde a 0,02 mg mancozebe kg™'. Isto €, a partir de
uma concentracdo 300 vezes menor que aquela estabelecida pela legislagdo vigente para
uva (3,0 mg CS, kg'), como Limite Maximo de Residuo permitido para DTC.

Portanto, o método analitico validado neste estudo se consolidou como uma
alternativa economicamente viavel para aplicacdo em laboratérios que ndo possuem
recursos para trabalhar com outras técnicas analiticas dispendiosas, como a cromatografia

gasosa.
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