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APRESENTAÇÃO
A presente obra ‘’Nutrição, Análise e Controle de Qualidade de Alimentos’’ publicada 

no formato e-book, traduz, em certa medida, o olhar multidisciplinar e intersetorial da 
nutrição. O volume abordará de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, 
relatos de casos e revisões que transitam nos diversos caminhos da nutrição e saúde. 
O principal objetivo foi apresentar de forma categorizada e clara estudos desenvolvidos 
em diversas instituições de ensino e pesquisa do país em dois volumes. Em todos esses 
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à avaliação antropométrica da 
população brasileira; padrões alimentares; vivências e percepções da gestação; avaliações 
físico-químicas e sensoriais de alimentos, determinação e caracterização de compostos 
bioativos; desenvolvimento de novos produtos alimentícios e áreas correlatas.

Temas diversos e interessantes são, deste modo, discutidos neste e-book com a 
proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles que de 
alguma forma se interessam pela nutrição, saúde e seus aspectos. A nutrição é uma ciência 
relativamente nova, mas a dimensão de sua importância se traduz na amplitude de áreas 
com as quais dialoga. Portanto, possuir um material cientifico que demonstre com dados 
substanciais de regiões específicas do país é muito relevante, assim como abordar temas 
atuais e de interesse direto da sociedade. Deste modo a obra ‘’Nutrição, Análise 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 ciências da 
nutrição, tenha acesso a um panorama do que tem sido construído na área em nosso país.

Uma ótima leitura a todos(as)!

Carla Cristina Bauermann Brasil
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RESUMO: Os pesticidas ditiocarbamatos 
(DTC) são uma classe de fungicidas muito 
importante, de ação não-sistêmica, com amplo 
espectro de atividade, e registrados para o 
controle de  doenças fúngicas em uma grande 
variedade de culturas. Geralmente, os DTC não 
são considerados altamente tóxicos, mas uma 
exposição a curto prazo a essas substâncias 
pode causar irritação ocular, respiratória e 
cutânea. A importância toxicológica desses 
fungicidas nos alimentos, especialmente os 
etilenobisditiocarbamatos (EBDC), como o 
mancozebe, está relacionada ao seu produto 
de degradação etilenotioureia (ETU). Devido 
à necessidade de controlar várias culturas 
alimentares para resíduos de DTC, muitos 
métodos analíticos têm sido desenvolvidos. 
Alguns desses métodos são baseados na 
hidrólise ácida de DTC na presença de cloreto 
de estanho (II) e na análise do dissulfeto de 
carbono (CS2) por diferentes técnicas, como a 
espectrofotometria UV-visível. Foi realizada uma 
validação do método espectrofotométrico para 
DTC. As recuperações foram determinadas pela 
adição de mancozebe à uva, em 4 concentrações 
(correspondentes a 0,01, 0,02, 0,04 e 0,2 mg de 
CS2 kg–1, n = 5), e à influência da vazão de N2 
nos valores de recuperação foram estudados. 
As recuperações ficaram na faixa de 70 a 120% 
(RSD ≤ 4,1%). Um controle adequado da vazão 
é crítico para se obter recuperações aceitáveis. 
Este estudo relata um método que atende aos 
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requisitos necessários para a análise quantitativa de DTC em uva com exatidão (% de 
recuperação) e precisão (% de RSD) satisfatórias.
PALAVRAS-CHAVE: Uva. Agrotóxicos. Ditiocarbamatos. Validação de método. 

INFLUENCE OF N2 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 (II) chloride 
and analysis of the evolved carbon disulfide (CS2) 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 CS2 kg–1, n=5) and the influence of N2 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.

1 |  INTRODUÇÃO
A produção de uva para processamento é um importante segmento gerador de 

emprego e renda no país, capaz de fornecer produtos derivados, como geleia, suco, vinho 
e espumante. A adoção do sistema de Produção Integrada por parte dos viticultores auxilia 
na produção de uvas de alta qualidade, dando prioridade a métodos seguros do ponto de 
vista ecológico, os quais minimizam os efeitos nocivos da utilização de agrotóxicos, de 
modo a salvaguardar o meio ambiente e a saúde humana. 

Na Produção Integrada de Uva é permitido o uso do fungicida de contato mancozebe, 
pertencente a classe dos ditiocarbamatos (DTC), e sua associação 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 agrotóxico mais vendido, depois dos 
herbicidas glifosato e 2,4 D (IBAMA, 2018). 

Os DCT ainda são ferramentas essenciais para prevenir ou reduzir a adaptação 
de fungos e aumentar a produção agrícola. São usados sozinhos ou combinados com 
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fungicidas sistêmicos. (CRNOGORAC & SCHWACK, 2007; YANG et al, 2011; MUJAWAR 
et al, 2014; KUMAR et al, 2020). 

O uso desses fungicidas é eficaz no controle de doenças fúngicas, porém a 
concentração dos resíduos de DTC deve ficar abaixo do Limite Máximo de Resíduos (LMR) 
estabelecido pelas legislações nacional e internacional. Atualmente, o LMR estabelecido 
pela legislação nacional para DTC em uva é de 3 mg CS2 kg-1, a partir do uso de mancozebe, 
metiram e propinebe. (BRASIL, 2003) 

Devido à rápida degradação na presença de luz, umidade, oxigênio e a baixa 
solubilidade em água (0,2 a 18 mg L-1), os DTC estão entre os contaminantes orgânicos 
mais difíceis de serem determinados. (CRNOGORAC & SCHWACK, 2009). Muitos dos 
métodos analíticos existentes para determinação de DTC estão baseados na hidrólise ácida 
destes, na presença de cloreto de estanho (II), em meio ácido e sob aquecimento (Figura 
1), seguida da análise de dissulfeto de carbono (CS2) por diferentes técnicas analíticas.
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Figura 1: Reação de quebra da molécula de mancozebe liberando CS2.

O método proposto por Keppel (1971) é aceito internacionalmente, onde o CS2 
é carreado por N2 até formar um complexo na presença de cobre e dietanolamina, com 
posterior determinação por espectrofotometria UV-Vis. Desta forma, este estudo objetivou 
avaliar a influência da vazão de N2 na determinação de ditiocarbamatos em uva, uma vez 
que este método ainda é bastante utilizado devido ao baixo custo, e por laboratórios que 
não dispõem de outras técnicas analíticas para este fim, como a cromatografia.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS
Preparou-se uma solução de CS2 (1000 µg mL-1) em etanol e reagente complexante, 

e a partir desta realizaram-se as diluições para posterior obtenção da curva analítica. Para 
os ensaios de fortificação e recuperação, preparou-se uma mistura de mancozebe em sílica 
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gel, pois é bem conhecido que este princípio ativo é pouco solúvel em solventes orgânicos 
e apresenta baixa estabilidade em solução. (TOMLIN, 2004)

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

2.1 Procedimento Analítico
Para a realização do estudo da influência da vazão de N2 no percentual de 

recuperação, realizou-se a hidrólise ácida no sistema representado na Figura 2, onde 300 
g de uva “branco” foram colocados em balão de fundo redondo de 3 bocas, com 20 mL de 
solução de cloreto de estanho a 40% (m/v) e 200 mL de solução à quente de ácido clorídrico 
a 10% (v/v). 

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

Nos traps foram colocados, do 1° (próximo ao balão de 3 bocas) ao 3°, 
respectivamente, 10 mL de solução de acetato de chumbo a 30% (m/v), 10 mL de solução 
de hidróxido de sódio 2,5 mol L-1 e 15 mL de solução complexante (0,7 mg de acetato de 
cobre e 1,5 g de dietanolamina em etanol). O sistema reacional permaneceu por 1 hora 
em ebulição, sob vazão contínua de N2. O complexo formado (Figura 3) foi transferido 
para balão volumétrico de 25 mL, e completou-se com etanol. A absorbância foi medida 
espectrofotometricamente a 435 nm. 

N C
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C N
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H3CH2C
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2 CS2 + 2 (CH3CH2)2NH + Cu+2

Figura 3: Complexação do CS2 com dietanolamina e cobre.
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2.2 Avaliação da vazão
Foram avaliados os percentuais de recuperação obtidos ao empregar vazão aleatória 

de N2 e vazão controlada, na faixa de 20 a 60 mL min-1, para fortificação na concentração 
de 0,02 mg CS2 kg-1. Após, realizou-se a validação com vazão aleatória e controlada em 50 
± 3 mL min-1, nas concentrações de 0,01; 0,02; 0,04 e 0,20 mg CS2 kg-1, em 5 replicatas, e 
os resultados foram estatisticamente comparados.

2.3 Análise Estatística
Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente comparando-se as diferenças 

das médias pelo teste T pareado, a nível de 95% de confiança, com auxílio do software 
GNU PSPP 1.2.0.  

2.4 Validação do Método
No estudo de validação do método, os seguintes parâmetros foram avaliados: 

linearidade da curva analítica, limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ), 
precisão (repetibilidade) determinada como desvio padrão relativo percentual, e exatidão 
determinada como percentual de recuperação. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Primeiramente, construiu-se uma curva analítica que apresentou linearidade na 

faixa entre 0,1 e 20 mg CS2 mL–1 e coeficiente de correlação de 0,9994.
Para a determinação teórica do LOQ, somou-se a média das absorbâncias de 

5 análises de uva “branco” com 10 vezes o desvio padrão. No entanto, seguindo as 
recomendações do documento oficial da União Europeia para validação de método para 
determinação de agrotóxicos (EU, 2019), o LOQ foi considerado como sendo a menor 
concentração do analito fortificado que atendeu aos critérios de aceitação de desempenho 
do método, ou seja, recuperações no intervalo de 70 a 120% e RSD ≤ 20%. O LOQ obtido 
para o método analítico foi de 0,01 mg CS2 kg–1 que corresponde a 0,02 mg mancozebe 
kg–1. 

Os valores obtidos para avaliação da exatidão e da precisão do método analítico 
encontram-se na Tabela 1. 

Aplicou-se o teste T pareado que demonstrou haver diferença estatisticamente 
significativa entre o emprego de vazão aleatória e de vazão controlada de N2 a 50 mL min-1. 

Os resultados de recuperação obtidos para as concentrações de fortificação de 0,04 
e 0,2 mg CS2 kg-1, apresentaram um aumento de 16,7% e 23,1%, respectivamente, quando 
a vazão deixou de ser aleatória e passou a ser controlada em 50 ± 3 mL min-1. Com isso, 
os resultados de recuperação, que informam sobre a exatidão do método analítico, e que 
inicialmente estavam fora dos critérios de aceitação, foram apropriadamente alcançados.
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Tabela 1: Percentual recuperação média e RSD% obtidos na validação do método analítico 
para análise de uva, com vazão aleatória e controlada de N2. 

Desta forma, o estudo prosseguiu avaliando-se os percentuais de recuperação 
(n=5), na concentração de fortificação 0,02 mg CS2 kg-1, em relação a variação da vazão de 
N2 na faixa de 20 a 60 mL min-1, uma vez que os resultados para 50 mL min-1 ficaram fora da 
faixa percentual aceita de recuperação. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados de recuperação (exatidão) e de desvio padrão relativo (precisão) para 
vazões aleatória e controlada de N2 (n=5).  
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Apesar dos excelentes resultados de precisão, somente os percentuais de 
recuperação com a vazão aleatória e controlada em 35 mL min-1 atenderam o preconizado 
para a determinação de resíduos de agrotóxicos (recuperação na faixa de 70 a 120% e 
RSD ≤ 20%). (EU, 2019)

Ao aplicar-se novamente o teste T pareado, observou-se que há diferença 
estatisticamente significativa entre o emprego de vazão aleatória e de vazão controlada em 
toda a faixa de vazão estudada. 

4 |  CONCLUSÕES
A partir dos resultados, verifica-se a enorme influência do controle da vazão de 

N2 sobre a exatidão dos resultados obtidos, comprovando a necessidade de um rigoroso 
controle desta vazão durante a validação do método analítico, bem como na análise de 
amostras reais.

O método validado permite a determinação de resíduos de DTC em uva com 
detectabilidade, linearidade, exatidão e precisão adequadas para quantificar concentrações 
a partir de 0,01 mg CS2 kg–1 que corresponde a 0,02 mg mancozebe kg–1. Isto é, a partir de 
uma concentração 300 vezes menor que aquela estabelecida pela legislação vigente para 
uva (3,0 mg CS2 kg-1), como Limite Máximo de Resíduo permitido para DTC. 

Portanto, o método analítico validado neste estudo se consolidou como uma 
alternativa economicamente viável para aplicação em laboratórios que não possuem 
recursos para trabalhar com outras técnicas analíticas dispendiosas, como a cromatografia 
gasosa. 
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