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Resumo

A presenca de agrotoxicos, especialmente dos organoclorados (OCs), em
alimentos gordurosos como o leite, deve-se a lipofilicidade e ao elevado poder
residual. S&o substancias persistentes que podem ser encontradas no meio
ambiente e nos alimentos em concentragdes variaveis colocando em risco a saude
da populacdo. Em consequéncia, seu uso e producao foram proibidos ha décadas.
O presente estudo propde uma metodologia para o monitoramento de residuos de
agrotoxicos OCs em leite longa vida (UHT/UAT) visando o controle da exposig¢ao da
populagao geral a estes contaminantes através da alimentagéo.

Desenvolveu-se um método analitico para a identificacido e quantificagao de
OCs no leite, o qual foi validado de acordo com os parametros estatisticos para a
validagao de métodos de ensaios quimicos preconizados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e
Qualidade Industrial (INMETRO) e pelo Codex Alimentarius. Foram estudadas 25
substancias constituidas por 23 OCs e 2 organofosforados (OFs) (clorpirifés metil e
clorpirifés etil). Todos os analitos apresentaram faixa de trabalho linear e coeficientes
de correlagdo linear (r) entre 0,9948 e 0,9999. Os limites de deteccdo (LD) e de
quantificacédo (LQ) se encontraram entre as faixas de 0,0002 - 0,0007mg/kg e 0,001 -
0,002mg/kg, respectivamente. As taxas de recuperagao variaram entre 77 € 115% e
os coeficientes de variagéo (CV%), entre 3,5 e 20,7%.

Observou-se que, das 20 amostras de leite longa vida analisadas, 10%
apresentaram residuos de p,p° DDE (0,009 - 0,015mg/kg), 50% apresentaram
residuos de metoxicloro (0,001 - 0,018mg/kg) e 75% apresentaram residuos de
clorpirifés etil (0,182 - 2,846mg/kg). Vale atentar que os OCs, como o p,p" DDE € o
metoxicloro foram proibidos ha décadas e as monografias dessas substancias que
estabelecem os limites maximos de residuos permitidos (LMRs) em alimentos, no
pais, foram canceladas. A ANVISA estabelece LMR nao intencional de 0,01mg/kg
para o clorpirifos etil na gordura do leite.

Os dados do presente estudo indicam, portanto, a necessidade da
implantagdo de um programa de monitoramento de OCs e OFs em leite longa vida,
visando a minimizacdo da exposicao da populacdo a estas substancias. O método

analitico aplicado se mostrou eficiente e confiavel.
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Abstract

The presence of pesticide in fatty food, especially the organochlorines (OCs),
is due to their lipophylic and high residual potential characteristics. They are
persistent and can be detected in the environment and in food in variable
concentrations posing a threat to human’s health. Consequently, their use and
production were forbidden many decades ago. The present study proposes a
methodology for monitoring OC pesticides residues in UHT milk aiming at controlling
human exposure to these contaminants via food consumption.

An analytical method was developed with the objective of the identification and
quantification of OCs in milk. It was validated according to statistical parameters for
the validation of chemical assays established by the National Agency for Sanitary
Surveillance (ANVISA), the National Institute of Metrology, Standardization and
Industrial Quality (INMETRO), and the Codex Alimentarius. The analysis included 25
substances, constituted of 23 OCs and 2 organophosphorus (OFs) (chlorpyriphos
methyl e chlorpyriphos ethyl). All studied analytes presented linear working range
and correlation coefficients (r) between 0,9948 and 0,9999. The detection (LD) and
quantification (LQ) limits varied from 0,0002 to 0,0007mg/kg and 0,001 to
0,002mg/kg, respectively. The recovery rates varied between 77 e 115%, and the
variation coefficients (CV%), between 3,5 e 20,7%.

It was observed that, among the 20 analysed Ultra-High-Temperature milk
samples, 10% presented p,p’ DDE residues (0,009 - 0,015mg/kg), 50% had
methoxychlor (0,001 - 0,018mg/kg) residues, and 75% presented chlorpyriphos ethyl
(0,182 - 2,846mg/kg) residues. It is relevant to point out that OCs, as p,p” DDE and
methoxychlor were prohibited, in Brazil, many decades ago and the monographs that
establish the Maximum Residue Levels (MRLs) in food, were cancelled. Related to
chlorpyriphos ethyl residues, ANVISA establishes a non-intentional MRL of
0,01mg/kg in milk fat.

Hence, the present data indicate the urge for the implantation of a monitoring
program for OCs and OFs in UHT milk, in order to minimize the population exposure.

The applied analytical method has shown to be efficient and reliable.
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l. Infroducao

A preocupacédo acerca do uso de agrotéxicos, especialmente da classe dos
OCs, nas atividades agricolas e a consequente contaminacdo de géneros
alimenticios como o leite, impde o desenvolvimento de ag¢des para o controle e o
estabelecimento de niveis de seguranga de substancias toxicas nesse alimento, foco

deste estudo.

Ao longo dos anos, o homem vem desenvolvendo métodos para controlar
vertebrados, invertebrados e microorganismos que ameagam a produgao agricola e,
consequentemente, o suprimento de alimentos para os diversos niveis troficos da
cadeia alimentar. Acredita-se que a batalha do homem contra essas pragas tenha
sido iniciada com a utilizagdo de barro e p6 espalhados em seus corpos a fim de
repelir insetos sugadores e picadores. A histéria também nao nos conta exatamente
quando substancias quimicas comecaram a ser utilizadas com finalidades
agrotoxicas. Provavelmente, o enxofre queimado tenha sido a primeira substéancia
usada com esse proposito. Registros da Grécia antiga relatam o uso de extratos de
folhas de tabaco e vinagre para o combate aos insetos. De fato, consta que no final
do século XVIII e inicio do século XIX o arsenal de substancias utilizadas para o
combate as pragas ainda era restrito, sendo limitado aos compostos a base de
arsénico, fragdes do refino de petrdleo, nicotina, piretro, rotenona, enxofre, gas
cianidrico, dentre outros. No século XX, a Il Guerra Mundial deu inicio a era das
substancias quimicas sintéticas através da introducdo de um novo conceito em
controle de pragas: o dos agrotdoxicos organicos sintéticos, dentre os quais se
destaca o diclorodifeniltricloroetano (DDT) (MIDIO, 1974).

Os agrotoxicos sédo definidos como produtos e componentes de processos
fisicos, quimicos ou biologicos destinados ao uso nos setores de produgéo,
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também
em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora e da fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de seres

vivos considerados nocivos, bem como substéncias e produtos empregados como
1



desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL,
1989). Dentre as classificacbes que recebem, sédo categorizados com relagéo a
finalidade a que se destinam ou segundo os tipos de praga que combatem. Quanto a
finalidade de uso, encontram-se subdivididos para o uso na agricultura (defensivos
agricolas, defensivos quimicos e/ou agrotéxicos), na erradicacdo de vetores
transmissores de doengas contagiosas (agentes fitossanitarios) e no uso doméstico
(agrotoxicos domissanitarios). Ja quanto aos tipos de pragas que combatem sao
subdivididos para o uso nos animais invertebrados (insetos - inseticidas, acaros -
acaricidas, nematdides - nematicidas e moluscos - molusquicidas), nos animais
vertebrados (roedores - rodenticidas e/ou raticidas, aves - avicidas e peixes -
piscicidas), nos vegetais superiores (ervas daninhas - herbicidas, culturas -
reguladores de crescimento vegetal, desfolhantes e dessecantes) e nos vegetais
inferiores (fungos - fungicidas e algas - algicidas) (MiDIO & MARTINS, 2000).

Cumpre mencionar que nao se dispde de substincias agrotoxicas
completamente seletivas as pragas. Como consequéncia, o homem e demais
vertebrados sao também susceptiveis aos seus efeitos deletérios. Em virtude da
seletividade parcial dessas substancias, contaminam grande parte da superficie
terrestre. As principais rotas pelas quais os OCs atingem culturas, solo, agua e
géneros alimenticios compreendem a aplicagdo para o controle de pragas nas
plantacbes; a lixiviagdo para os lengdis freaticos; o transporte para campos
adjacentes; a transferéncia do solo para as culturas em crescimento; o descarte em
cérregos, rios e lagos e os efluentes de industrias de agrotoxicos (MUKERJIE &
GOPAL, 1996).

Os agrotéxicos comercialmente disponiveis podem ser classificados quanto a
persisténcia no meio ambiente em: ndo persistentes ou ligeiramente residuais
(agrotoxicos organofosforados - OFs, carbamatos e piretréides); em moderadamente
persistentes ou moderadamente residuais (agrotdxicos derivados da uréia) e em
persistentes ou altamente residuais (agrotoxicos organoclorados - OCs). A
persisténcia € uma caracteristica intrinseca dessas substancias sintéticas e esta
relacionada ao tempo necessario para que 75 a 100% da substancia sejam
degradadas no local de aplicagdo. Dessa maneira, para substancias classificadas
como persistentes ou altamente residuais como os OCs, s&o necessarios periodos
de 2 a 5 anos para que n&o sejam mais detectadas, ao passo que aquelas

classificadas como ndo persistentes ou moderadamente persistentes sao
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indetectaveis no sitio de aplicacdo apés 1 a 12 semanas e 1 a 18 meses,
respectivamente (MENZER, 1991).

Além da persisténcia e da meia vida longa dos OCs, outras caracteristicas
contribuiram para a contaminagdo do ar, da agua e do solo com seus residuos.
Dentre elas, vale apontar seu uso extensivo e indiscriminado, sua estabilidade
quimica e a inexisténcia de enzimas catalisadoras das reagdes de quebra e
conjugagao dos OCs. Como resultado, observou-se a bioacumulagdo de OCs em
mamiferos, como as vacas, quando alimentados por ragao/pasto contaminados com
estas substancias. Cumpre citar que a contaminagao de mamiferos é facilitada pela
elevada lipossolubilidade dos OCs, ja que eles sao primeiramente armazenadas nos
tecidos ricos em gorduras e subsequentemente translocados e excretados no leite
(PANDIT et al., 2002; LACKMANN et al., 2004). Além disso, sao substancias que se
biomagnificam ao longo da cadeia alimentar. Dessa forma, a transferéncia para o
feto ocorre durante o periodo pré-natal, e o leite, devido ao seu alto conteudo
lipidico, configura uma rota de eliminagdo de OCs de grande relevancia
(LACKMANN et al., 2004).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar amostras de
leite longa vida coletadas e avaliadas na terceira rodada do Programa de Analise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet)
quanto a presencga de residuos de OCs (aldrin; clordano; dicofol; dieldrin; o,p™ - DDD;
o,p’- DDE; o,p’- DDT; p,p’ - DDD; p,p- DDE; p,p" - DDT; endosulfan sulfato; « -
endosulfan; g - endosulfan; endrin; HCB; « - HCH; g - HCH; y - HCH; 6 - HCH;
heptacloro; heptacloro exo epodxido; metoxicloro e mirex), para que medidas de

controle possam ser implementadas pelos érgéos nacionais competentes.



Ill. Aspectos Gerais

11.1.0 Leite e seu Valor Nutritivo

Estudos nutricionais realizados na primeira metade do século XX mostraram
que os produtos de origem animal sdo de grande relevancia para a saude pelo valor
nutritivo para os seres humanos. O leite, em especial, ocupa uma posi¢cdo Unica
dentre muitos alimentos, principalmente pelo fato de representar o alimento
exclusivo para o homem e para todos os animais mamiferos durante a primeira fase
de vida. Apresenta, ainda, os nutrientes necessarios ao crescimento e
desenvolvimento de organismos jovens, tais como concentragdes suficientes de
proteinas e minerais, como descrito na Tabela 1. Ademais, o leite e seus derivados
sao historicamente considerados parte importante de uma dieta balanceada também
para os adultos. De fato, na cultura ocidental e em muitas outras, o leite é apreciado
por conter todos os nutrientes importantes para a nutricdo adulta, suprindo as
necessidades nutricionais do organismo de modo tal que dificilmente se atingiria com
outra fonte alimentar (MAIJALA, 2000).



Tabela 1: Composi¢ao Nutricional do Leite Integral

Principais Sub sub
% Sub-componentes
Componentes componentes
] Vitaminas
Agua 86,8 - ) .
hidrossoluveis (B e C)
Galactose
Lactose 4.8 -
Glucose
Acidos graxos Mono, di e tri
Glicerideos Lecitina
Gordura 4.4 Fosfolipideos Colesterol
Esterdides
Vitaminas A D EeK
Caseina (60%)
Proteinas de soro de leite p - lactoglobulina, o-
Proteina 3,3 (20%) lactoalbumina,
imunoglobulina
Microproteinas Enzimas e hormonios
Macro mineral Ca, P, K, CI, Na, Mg
Minerais Tragos Zn, Cr, |, F, Fé, Cu, Co,
Micro mineral Mn
Horménios, enzimas,
Outros Tragos Elementos tragos
dentre outros.

Fonte: Maijala, 2000.

A partir de 1962, com o advento da técnica da ultrapasteurizagao (Ultra Alta
Temperatura — UAT) que submete o leite a uma temperatura de 130°C a 150°C por
um periodo de 2 a 4 segundos e resfriamento rapido, o leite conhecido como leite
longa vida passou a ser o tipo mais consumido pela populagao brasileira. Trata-se
de um produto totalmente isento de bactérias que possui envases assépticos e que
pode ser armazenado por um periodo de até um ano em temperatura ambiente.
Associado a isso, existe o fato de que ele & acondicionado em embalagens de
grande praticidade (TetraPack). Atualmente, as prateleiras dos estabelecimentos
comerciais estdo quase que exclusivamente ocupadas por embalagens de leite
longa vida. Segundo a Associacdo Brasileira de Leite Longa Vida - ABVL, em
algumas regides como o Grande Rio, o consumo de leite UAT ja ultrapassou 70% do
consumo total de leite na regido (Figura 1). Nota-se o marcado aumento no consumo
de leite longa vida no Rio de Janeiro que passou de 4,4% em 1990 para 73,5% em
2004 (ABVL, 2005).
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Figura 1: Mercado total de leite fluido no Rio de Janeiro nos anos de 1990 (A) e 2004
(B). Fonte: ABLV, 2005.

Diversos paises como Brasil, india e México realizaram estudos acerca da
contaminacao do leite de vaca por residuos de OCs, sendo que tracos desses
contaminantes foram detectados no alimento (ALMEIDA & BARRETO, 1971; LARA
et al., 1980; MARTINEZ et al., 1997; WALISZEWSKI et al., 1997; CERKVENIK et al.,
2000; JOHN et al., 2001; NIGAM & SIDDIQUI, 2001; PANDIT et al., 2002; CISCATO
et al., 2002; SALAS et al., 2003; PARDIO et al., 2003; PAGLIUCA et al., 2004;
BATTU et al., 2004; KUMAR et al., 2005). Os resultados de referidos estudos,
associados a estimativa de que sdo consumidos cerca de 130 litros de leite per
capita ao ano, reforgam a necessidade de um monitoramento e controle da presenga
de OCs no leite longa vida, objetivando a qualidade do alimento e a garantia da
saude da populacéo (VILELA, 2003).

Il.2. Caracteristicas dos Agrotoxicos Organoclorados (OCs)

Especialmente os inseticidas OCs, constituiram-se a classe de agrotoxicos
amplamente utilizada em funcdo de sua eficacia e persisténcia. Entretanto, o
potencial toxicolégico dessas substancias € devido, além do poder de
bioacumulagdo nos organismos vivos, as suas propriedades fisico-quimicas e
farmacologicas. Embora esta seja uma classe de compostos que diferem entre si
quanto as suas estruturas quimicas basicas (Tabela 2) e propriedades fisico—
quimicas (Tabela 3), estes preservam algumas caracteristicas comuns. Dentre elas,
lista-se: i) sdo derivados de hidrocarbonetos; ii) sdo soluveis em dleos, gorduras e
solventes orgénicos (log kow); iii) sdo persistentes e apresentam elevado poder
residual, iv) sdo neurotéxicos para o homem e demais animais vertebrados (MIDIO,
1974).



Tabela 2: Caracteristicas dos Agrotoxicos Organoclorados

Exemplos de L
Classe Composigao
Compostos
DDT DDT (o, p'- DDT: 14,9%; p,p"-
DDT: 77,1%; o,p’-DDD: 0,1%;
p,p’ - DDD: 0,3% e impurezas:
Derivados do Difeniletano 3,5%).
Metoxicloro
Dicofol
Clordano Clordano (a e y — clordano/ 8
Cloros; cis e trans nonacloro) e
oxyclordano (8 cloros).
Endosulfan (a e 8 — endosulfan:
Endolsulfan 64-67% e 29-32%
Derivados dos Ciclodienos e respectivamente).
Compostos relacionados
Heptacloro Heptacloro (8 cloros) e Heptacloro
Epoxido (7 cloros).
Aldrin
Dieldrin
Endrin
Toxafeno
Hexaclorobenzeno (HCB)
Outros Hidrocarbonetos Hexaclorociclohexano (HCH) HCH técnico (a — HCH: 55-80%;
Clorados B —HCH: 5-14%; y — HCH: 8-15%);
6 — HCH: 2-16%; € — HCH: 3-5%).
Mirex (Dodecloro)

Fonte: Midio & Martins, 2000; Ecobichon, 2001; D'Amato et al., 2002.



Tabela 3: Propriedades Fisico-Quimicas dos Agrotdxicos Organoclorados

Formula

Ponto de

Pressao de

Nome Molecular Fusio Vapor log Kow Solubilidade Estabilidade
Soluvel em agua a
25°C, 7.3 mg/l. Extremamente
HCH g Soluvel em estavel a luz, em
CeHeClg 11113255"0 5'62?0%3 a 3,3 acetona, metanol, temperaturas acima
Gama-HCH : tolueno, acetato de de 180°C e em
etila, ciclohexano e acidos.
outros.
Praticamente
insoluvel em agua. . . .
. Muito estavel até
HCB CsCls 226°C 1'4262561 a 3é0§’2_ Sb()ellrJ]\ézanm mesmo em élcalis e
cloroférmio, éter acidos.
dietil.
Praticamente Estavel a luz do dia,
molive o sgua. | 20213 Umidede
95-96°C Soluvel em muitos (acima de 160°C)
H (puro); 46- 53 mPa a solventes . ’
eptacloro C1oHs5Cl7 74°C 2500 4,40-5,5 orgAnicos como Susceptivel a
P epoxidagéo. Lenta
(técnico) acetona, benzeno, da de hidroaéni
ciclohexano e perda de hidrogenio
outros e cloro em meio
) alcalino
Soluvel em agua a
0,
75%x10° 27°C, 27ug/l,
H moderadamente Estavel |
. 104- 2812 19; 517_74 sollvel em 6leos slta\llle aoca or:daos
Aldrin C12HsClg o ;1.4 X A7 -7, ) alcalis e aos acidos
104.5°C 10" mmHg a de petroleo. fracos.
2850C Solavel em
acetona, benzeno
e xileno.
Isémero 13 mP Decomposto por
cis: 106- omraa Em agua a 25°C, alcalis, com a perda
107°C 25°C (puro) 0.1mg/l. Miscivel de um cloro. Sob
Clordano C1oHeClg . 61 mPa a 6,0 na maioria dos irradiagéo UV,
Isémero 250G solventes ocorre mudanga na
trans: 104- (técnico) organicos. estrutura e no
105°C contetido de cloro.
Praticamente
insoluvel em agua. .
Solavel emg p.p -DDT sofre
solventes desclorinizagdo em
108.5- 0.025 mPa a 4,89 — aromaticos e Szlumg?::] a;:m'aasse
DDT C14HoCls 1092’0 20°C (p.p- 6,914 clorados; acima ch>) ponto de
DDT) mossgflde?r;i”te fusdo, em DDE. E
solventes geralmente estavel a
organicos polares e oxidaggo.
6leos de petroleo.
3.1x10° Soluvel em agua a
mmHg a nz]sl'lzgogl‘]\?é? ?jn Estavel aos alcalis,
Dieldrin C12HsClsO 175-176°C | 20°C; 5.4 x | 3,69-6,2 g/l aos acidos fracos e
6 acetona e em 3 luz
10 anHg solventes ’
a 25°C aromaticos.
Insoluvel em agua.
2% 107 Soluvel em
. 3,21 - acetona, benzeno Estavel aos alcalis e
_ 0, ’ ’ s
Endrin C12HsCleO | 226-230°C m;nsljg a 5,34 alcoois e aos acidos

hidrocarbonetos de
petrdleo.




Tabela 3: Propriedades Fisico-Quimicas dos Agrotéxicos Organoclorados (cont.)

Nome ,; ormula Pontode | Pressdode | ;o | soupilidade Estabilidade
olecular Fuséo Vapor
109.2°C (a- Em agua a
endosulfan 1.2Paa 22°C, 0.32 mgl/l. Estavel a luz solar.
puro); 80°C (ndo Em acetato de Hidrolisado lentamente
231.3°C (B- | determinavel etila, em acidos aquosos e
Endosulfan | CoHeCleOsS | o josyifan em 3,83 diclorometano, alcalis, com a formacao
puro); 70- temperatura tolueno, etanol de diol e dioxido de
100°C ambiente) e hexano (todos enxofre.
(técnico) em g/l a 20°C)
Em agua a
25°C, 0.8mgl/l.
Insignificante Em acetona, Ests .
. stavel em acidos, mas
Dicofol C14HoCls0 85 em 5,02 acetato de etila, instavel em meios
79.5°C temperatura ’ tolueno, ) .
. alcalinos. Termoestavel.
ambiente metanol,
hexano,
isopropanol.
Em agua a
25°C, 0.1 mg/l.
89°C Extremamente
' (técnico . . soluvel em Estavel aos ggeqtes~
Metoxicloro C46H45Cl30, 88-90%: Muito baixa 4,18 solventes oxidantes e a irradiagéo
77C . aromaticos, uv
)
clorados e
cetbnicos e
Oleos vegetais.
Insoluvel em
agua. Soluvel
3% 107 mm em varios
Mirex C10Cl42 485°C Hg a 25°C 5,28 solventes Extremamente estavel
organicos como
cloroférmio e
benzeno.

Fonte: WORTHING, 1979; WORTHING, 1991; TOMLIN, 1994.

As estruturas moleculares das substancias investigadas encontram-se no

Anexo A.

1.3. Propriedades Toxicolbégicas e Farmacoldgicas dos Agrotoxicos da Classe

dos Organoclorados

11.3.1. Aspectos Toxicologicos dos OCs

Como discutido previamente, as propriedades fisicio-quimicas e
farmacolégicas dos OCs conferem a eles marcada toxicidade. Além disso, a
biotransformacdo dos OCs é extremamente lenta, em parte por suas estruturas
complexas constituidas de anéis aromaticos e do numero de cloros substituintes.

Esses ultimos sdo extremamente dificeis de serem retirados através dos processos
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enzimaticos disponiveis no organismo humano. A depuragido desses agentes ocorre
lentamente, num periodo de semanas no caso do clordano e num periodo de meses
a anos para o aldrin/dieldrin, DDT e outros (CRAAN & HAINES, 1998; DELORME et
al., 1999).

Efetivamente, sdo observados diversos efeitos adversos nos seres humanos
decorrentes da exposi¢ao crbnica aos agrotoxicos OCs. Se classicamente o principal
sitio de toxicidade dos OCs é o sistema nervoso, outros alvos tém sido investigados.
Nesse contexto, destaca-se a inducdo de desregulagdo enddcrina por OCs,
principalmente afetando o sistema reprodutor humano. Por outro lado, ha relatos,
embora ainda controversos, que correlacionam a exposicdo aos OCs a
carcinogénese, a alteragdo no desenvolvimento, a genotoxicidade e a

imunotoxicidade.

No sistema nervoso, a avaliagdo comparativa entre os eventos elétricos de
neurénios normais e de neurbnios “envenenados” por DDT, substancia OC derivada
do difeniletano, revela a ocorréncia da prolongagao da fase de declinio do potencial
de acao (pos-potencial negativo). A membrana do neurénio permanece parcialmente
no estado despolarizado e se torna extremamente sensivel a despolarizacao
induzida por pequenos estimulos. Dessa forma, a exposicdo ao DDT promove
estimulos sucessivos dos neurbnios sensoriais periféricos através de toque ou som,
causando tremores generalizados (JOY, 1994). Matsumura (1985) descreve alguns
mecanismos responsaveis pelos efeitos referidos: Nos neurdnios, os OCs
comprometem a repolarizacdo da membrana excitada por diminuir a permeabilidade
da mesma aos ions K' e por inativar o fechamento de canais de Na®. Ainda na
membrana neuronal, eles inibem a adenosina-trifosfatase (ATPase) neuronal,
particularmente a Na*, K* - ATPase e a Ca®" - ATPase, que desempenham papel
vital na repolarizacdo neuronal. Por fim, na fibra pré-sinaptica, inibem a exocitose de
neurotransmissor para a fenda sinaptica por comprometer a formacao do complexo
Ca?*-calmodulina. Os derivados dos ciclodienos, ciclohexanos e benzeno, por sua
vez, diferem dos derivados do difeniletano em varios aspectos, principalmente no
que se refere aos possiveis mecanismos de acao dos efeitos toxicos centrais.
Especificamente, eles antagonizam a acdo do neurotransmissor acido amino-
gamabutirico (GABA). Neste contexto, agem nos receptores gabaérgicos (GABAA),
bloqueando o fluxo dos ions CI. Como resultado, ocorre repolarizacdo parcial das

membranas neuronais e consequente estado de excitacdo descontrolado (NAGATA
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& NARAHASHI, 1994). Além disso, sdo potentes inibidores da Na*, K" - ATPase e da
Ca**, Mg®* - ATPase (MATSUMURA, 1985; WAFFORD et al., 1989).

Além das suas agdes centrais, os OCs tém comprovada agdo desreguladora
do sistema enddcrino, principalmente aquelas concernentes ao sistema ginecolégico
e reprodutor humanos. De fato, os OCs podem exercer agao agonista ou
antagonista de horménios mesmo em baixas concentragdes (COLBORN et al., 1993;
KALPANA, 1999; KAVLOCK, 1996; AMARAL-MENDES, 2002; WITORSCH, 2002).
A exemplo, o metabdlito do DDT, DDE, inibe a ligagcdo do androgénio ao seu
receptor, ao passo que o DDT apresenta uma potente atividade estrogénica em
mamiferos (KELCE et al.,, 1995, 1998; SONNENSCHEIN & SOTO, 1998).
Substancias com essas caracteristicas podem levar ao desenvolvimento de tumores
estrogénio-dependentes, principalmente de mama, como ja demonstrado com o
mirex, heptacloro e clordano, ou ainda alterar diversos mecanismos enddcrinos
(PATLAK, 1996).

Embora existam controvérsias, alguns estudos apontam que os OCs podem
interferir na fertilidade e reproducéo. Ha relatos de que os OCs podem influenciar na
contagem e na motilidade de espermatozdides (SHARPE & SKAKKEBAEK, 1993;
IRVINE et al., 1996). Ademais, Hardell et al. (2003) mostraram que a concentragao
de alguns OCs se encontra elevada nas méaes de criangas que desenvolveram
cancer de testiculo, quadro potencialmente comprometedor da fertilidade masculina.

A desregulacdo enddcrina sexual ja mencionada pode estar associada aos
processos carcinogénicos, ainda controversos, associados aos OCs. Como
mencionado anteriormente, DDT e seu metabdlito mais persistente DDE, podem
induzir a transformagdo maligna de células mamarias por descreverem atividade
estrogénica. De fato, alguns estudos epidemiolégicos sugerem uma relagédo direta
entre a exposicao de mulheres a concentracdes elevadas de DDE e a incidéncia de
cancer de mama, sendo observado um risco 4 vezes maior de aparecimento da
doenca nas mulheres expostas ao DDE se comparado aquelas isentas da exposi¢ao
a substancia. (WOLFF et al., 1993; DAVIS et al., 1992; ARNOLD et al., 1996). Por
outro lado, Krieger et al. (1994) nao encontraram diferengas entre grupos de
mulheres com diferentes niveis séricos de DDE.

Ainda no que tange a carcinogénese induzida pelos OCs, vale inseri-los em
um contexto de classificagcao internacional para subsidiar o entendimento dos riscos

da exposicdo humana as substancias quanto ao desenvolvimento de cancer. As
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principais agéncias reguladoras internacionais, como a International Agency for
Research on Cancer (IARC), 2005 — Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer,
consideram dados experimentais (in vivo e in vitro) e epidemioldgicos para
estabelecer sistemas de classificagdo para os agentes carcinogénicos. A
classificagdo das substancias quanto ao potencial carcinogénico segundo a IARC

sdo: i). Grupo 1: Carcinégeno para humanos — suficiente evidéncia em humanos; ou

evidéncia suficiente em animais e forte evidéncia em humanos; ii) Grupo 2 A:

Provavel carcindgeno para humanos — evidéncia limitada em humanos e suficiente

evidéncia em animais; ou evidéncia inadequada em humanos mas suficiente em
animais com forte evidéncia de que o mecanismo € relevante para humanos; ou

evidéncia limitada em humanos; iii) Grupo 2 B: Possivel carcinégeno para humanos -

evidéncia limitada em humanos e pouco suficiente em animais; ou inadequada
evidéncia em humanos e limitada em animais, mas com suporte em outros dados;iv)

Grupo 3: Nao classificado quanto a carcinogenicidade em humanos — evidéncias

inadequadas em humanos; ou inadequadas e/ou limitadas em animais; ou
evidéncias suficientes em animais, mas os mecanismos ndo sao relevantes em
humanos; ou ainda quando a substancia ndo é inserida em nenhum outro grupo; v)

Grupo 4: Improvavel carcindgeno para humanos — auséncia de evidéncias de

potencial carcinogénico em humanos e em animais; ou inadequada evidéncia em
humanos, porém evidéncias sugerindo auséncia de carcinogenicidade em animais
com suporte em outros dados. De acordo com a classificacdo da IARC, ent&o, os
OCs alvos do presente estudo sdo incluidos nos grupos 2B e 3 demonstrando que,
apesar de evidéncias experimentais e epidemioldgicas, o potencial carcinogénco dos

OCs permanece controverso (Tabela 4).

Tabela 4: Classificacdo dos OCs estudados quanto ao potencial carcinogénico,

segundo a IARC.

Substéncia IARC Substéncia IARC
Aldrin 3 HCB 2B
Clordano 2B Mirex 2B
Dieldrin 3 Metoxicloto NI
p, p-DDT 2B Endosulfan NI
Endrin 3 Dicofol 3
Heptacloro 2B

NI — Ndo Informado; Fonte: IARC, 2005.
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Enfim, os sinais e sintomas relacionados a intoxicacdo por OCs sao

principalmente derivados de seus efeitos centrais e enddcrinos, como demonstrado

e sumarizado na Tabela 5.

Tabela 5: Sinais e Sintomas das Intoxicagdes Agudas e Crdnicas por OCs

Classe

Sinais Intoxicagdo Aguda

Sinais Intoxicacdo Crénica

Diclorodifeniletanos

Perda de peso e anorexia

DDT Parestesia (ingestéo oral) Anemia leve
DDD Ataxia, andar anormal. Tremores
Dicofol Tonteira, convulséo, dor de cabeca. Fraqueza muscular
Metoxicloro Nauseas e vomitos Hiperexcitabilidade, ansiedade.
Fadiga e letargia Tenséo nervosa
Tremores (periféricos) Alteragdes nos padrdes dos
eletroencefalogramas.
Hexaclociclohexanos Semelhantes aos efeitos dos Semelhantes aos efeitos dos

Lindano (isémero y)

Ciclodienos
Endrin
Isodrin

Endosulfan

Heptacloro
Aldrin
Dieldrin

Clordano

Mirex

diclorodifeniletanos

Tonteira, dor de cabega.
Nauseas e vomitos
Hiperexcitabilidade motora
Hiperreflexia
Espasmos
Mal estar geral
Ataques convulsivos

Convulsdes Generalizadas

diclorodifeniletanos

Dor de cabecga, tonteira,
hiperexcitabilidade.
Contragao intermitente dos musculos
€ espasmos.

Desordens fisiolégicas como insénia,
ansiedade e irritabilidade.
Alteragdes nos padrdes dos
eletroencefalogramas.

Perda de consciéncia
Convulsées epileptiformes

Dores no peito, artralgia.

“Rush” Cutaneo
Ataxia, incoordenagao, opsoclonos.
Dificuldade visual, incapacidade de
focalizagao e fixagao.
Nervosismo, irritabilidade e
depresséo.
Perda de memodria recente
Fraqueza muscular e tremores

Severo prejuizo na espermatogénese

Fonte: Ecobichon, 2001.

11.3.2. Exposicao Infantil aos OCs

Se considerada a faixa etaria da populagdo exposta aos xenobidticos,

destacam-se as criangas. Efetivamente, ha marcado desenvolvimento dos sistemas

nervoso central, endocrino e de detoxificagdo nos 2 primeiros anos de vida (WEISS
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et al., 2004). Além disso, as criangas possuem uma taxa de ingestao de alimentos
por peso corpéreo maior do que os adultos e assim, representam a faixa da
populacdo que € submetida ao maior risco de exposicdo a contaminantes
alimentares (ECOBICHON, 2001). Ademais, elas apresentam menor quantidade de
gordura corpérea do que os adultos para armazenar substancias lipofilicas, o que
pode estar associado a maiores niveis de substancias circulantes no organismo.
Paradoxalmente, as criangcas tendem a apresentar uma dieta menos variada e,
embora um determinado agrotdoxico possa ser encontrado em baixos niveis em
certos alimentos, a exposi¢ao cumulativa através da ingestao pode ser alta caso o
alimento represente elevada porcentagem na dieta (WEISS et al., 2004). A exempilo,
deve-se considerar a possivel presencga de residuos de OCs no leite. Considerando
o elevado teor de gordura do leite, capaz de acumular agrotéxicos lipofilicos como os
OCs, e a ingesta diaria do alimento pelas criangas, pode-se compreender a
importancia de se monitorar o conteudo de OCs no leite como fins de assegurar a

saude e o desenvolvimento infantil no Brasil.

A preocupacédo acerca dos impactos das exposi¢cdes a agrotdxicos a saude
das criancas motivou esforcos politicos e o desenvolvimento de pesquisas na area.
Em resultado, foram estabelecidos o Departamento da Agéncia de Protecdo do Meio
Ambiente dos Estados Unidos (Environmental Protection Agency of the Unites States
- USEPA)- e o Comité Conselheiro para a Saude da Crianga, aléem da promulgagéo o
Ato de Protegdo da Qualidade Alimentar (Food Quality Protection Act - FQPA) de
1996, que teve um importante papel na regulamentagdo de agrotéxicos em
alimentos. Politicas preventivas para tratar mais estritamente riscos potenciais a
saude infantil foram incluidas no FQPA (DOURSON et al., 2002).

1l.4. A importéancia da Legislacdo — Aspectos Nacionais e Internacionais

Entre as décadas de 40 e meados de 60, os OCs foram amplamente
utilizados como inseticidas, acaricidas e fungicidas na agropecuaria, em programas
de controle de vetores de doencgas contagiosas e em servigos de desinsetizagao.
Nessa época, a persisténcia desses compostos foi considerada uma caracteristica
relevante para a produtividade agricola pelo seu poder residual. Porém, com o
avanco dos estudos acerca dos possiveis efeitos residuais, concluiu-se que os

residuos eram responsaveis por sérios danos ao meio ambiente e a saude humana,
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e a caracteristica até entdo positiva, tornou-se motivo para sua proibicdo (OLIVEIRA,
1998).

No Brasil, o uso de OCs em aplicagao direta na agricultura foi proibido desde
1985. Porém, algumas excegbes devem ser consideradas, dentre elas (BRASIL,
1985):

o Endosulfan em culturas de café, cacau, algoddo, soja e como

preservante de madeira;

o Dicofol em culturas de citricos e algodao;

o Aldrin no controle de formigas e cupins;

o Mirex no controle de formigas;

o DDT e HCH em campanhas de saude publica.

O uso do aldrin no combate a formigas e cupim foi permitido até 1993. Em
1998, porém, a Portaria n°® 11 do Ministério da Saude proibiu o uso do aldrin, endrin,
heptacloro, HCH, lindano e DDT em residéncias e na agricultura (BRASIL, 1998).
Recentemente, o heptacloro, o lindano e o mirex ainda eram usados como
preservante de madeira, e até janeiro de 1998, o DDT e o HCH eram usados no
combate a malaria, sendo utilizadas cerca de 3.000 toneladas de DDT para esse
propésito entre os anos de 1988 e 1994 (MEYER et al., 1999).

Muitos OCs, como o HCB e o DDT, ainda sdo encontrados no meio ambiente,
embora a maioria dessas substancias tenham sido proibidas em paises
industrializados entre 1970 e 1980. Face aos sérios problemas ocasionados pelo
uso indiscriminado dessas substancias téxicas, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) coordena, ha alguns anos, estudos epidemio-toxicolégicos com o intuito de
estabelecer os possiveis danos da exposi¢cao dos seres humanos aos efeitos dos
poluentes organicos persistentes (POPs) (WHO, 1988, 1990, 1996). Esses sao
definidos como substdncias quimicas que apresentam em comum o fato de
possuirem cloro e carbono em suas cadeias quimicas. Além disso, se tratam de
substancias toxicas de alta periculosidade, as quais ndo se decompdem facilmente,
se mantém inalteradas por longos periodos e que podem ser transportadas a longas
distancias, face a sua volatilidade, acarretando danos ao meio ambiente e a saude
humana em locais distantes das fontes de langamento. Inicialmente, foram

identificados doze POPs dentre os quais se encontram nove agrotoxicos, todos OCs
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(aldrin, endrin, dieldrin, toxafeno, DDT, HCB, heptacloro, clordano e mirex), e sobre
0s quais a comunidade cientifica internacional vem adotando agbes com vistas a sua

eliminagao.

Acordos internacionais vém sendo implementados para que medidas de
protecdo do meio ambiente e a saude humana possam ser efetivamente alcancadas.
Nesse contexto, se destaca a Convencao de Estocolmo sobre os POPs, com o
principal objetivo de proteger a saude contra os danos potenciais ocasionados por
certas substancias quimicas, especialmente os OCs. A Convencao de Estocolmo
surgiu da necessidade da criagdo de agdes capazes de diminuir e/ou eliminar os
POPs e entrou em vigor em 17 de maio de 2004. Atualmente, 97 paises fazem parte
da Convencéo, dentre os quais o Brasil, com a ratificagdo em 16 de junho de 2004
(UNEP, 2005).

Além do tratado internacional citado anteriormente, também sao de grande
relevancia os programas de monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos
realizados em diversas regides mundiais. Paises como os Estados Unidos, a Irlanda,
o Reino Unido e o Brasil possuem implementados programas de monitoramento de
residuos de agrotoxicos em diversos géneros alimenticios, como hortifrutigranjeiros,
carne, leite e derivados, com analises continuas e programadas. Em maio de 1991,
o United States Department of Agriculture (USDA)-Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos introduziu o Pesticide Data Program (PDP)- programa de
agrotoxicos em alimentos cujos resultados sédo disponibilizados anualmente. Na
Irlanda, o programa de monitoramento data de julho de 1999. No Reino Unido, os
resultados do programa do ano de 1995 mostraram que nove das 216 amostras de
leite analisadas, excederam os limites maximos de lindano permitidos (MAFF, 1996).
Embora no periodo de 1998 a 2002 n&o tenham sido encontrados residuos de
lindano nas amostras de leite analisadas (MAFF, 1999, 2000, 2003), o proposto pelo
programa € que essa substancia continue sendo monitorada para que futuras

contaminagdes sejam detectadas.

No Brasil, o programa de monitoramento de residuos de agrotdéxicos em
alimentos, conhecido como PARA (Programa de Analise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos) é coordenado pela ANVISA. Ele foi criado em junho de
2001, com o principal objetivo de avaliar continuamente os alimentos in natura,
particularmente em frutas e vegetais frescos, com vistas a redu¢do do numero de

incidentes relativos a ocorréncia de residuos ilegais nos alimentos citados (OLIVA et
16



al., 2003). Com quatro anos de implementacdo, o PARA apresenta resultados
significativos, como a reducao e até o desaparecimento da contaminagdo em alguns
hortifrutigranjeiros (ANVISA, 2004). Além do PARA, a ANVISA também coordena o
Programa de Monitoramento de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal (PAMVet). O PAMVet foi iniciado em 2002, a partir da
preocupacao acerca do uso de medicamentos veterinarios em animais produtores de
leite, logo da preservacao da saude humana, e realiza analises continuas de leite de

vaca quanto ao teor de medicamentos veterinarios (ANVISA, 2005).

As medidas adotadas no Brasil comprovam a importancia do monitoramento
continuo dos alimentos, ndo sé dos hortifrutigranjeiros, como também daqueles

intensamente consumidos pela populagdo, como o leite e seus derivados.
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lll. Objetivos

Ill. 1. Objetivo Geral

Propor uma metodologia de controle da exposi¢ao da populagao aos residuos
dos agrotdxicos OCs através da ingestao de leite longa vida vida (UHT/UAT), para
que um programa de monitoramento de tais residuos no alimento em questao possa

ser implantado no pais.

Ill. 2. Objetivos Especificos

o Desenvolver e validar metodologia de analise qualitativa e quantitativa

de residuos de agrotoxicos OCs em leite longa vida;

o Identificar e quantificar no leite longa vida os niveis de residuos dos
seguintes agrotéxicos OCs: Aldrin; Clordano; Dicofol; Dieldrin; o,p” - DDD; o,p'-
DDE; o,p’- DDT; p,p’ - DDD; p,p’- DDE; p,p° - DDT; Endosulfan Sulfato; « -
Endosulfan; g - Endosulfan; Endrin; HCB; « - HCH; g - HCH; y - HCH; 6 - HCH,;

Heptacloro; Heptacloro Exo Epdxido; Metoxicloro e Mirex;
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IV. Materiais e Método

IV.1. Selecao das Amostras

As amostras selecionadas e analisadas nesse estudo integram aquelas

coletadas e avaliadas pelo PAMVet, em seu terceiro ano de existéncia. Foram

selecionadas aleatoriamente vinte amostras, sendo posteriormente armazenadas a -

20°C até a execugao das analises.

1V.2. Lavagem de material

As vidrarias e materiais utilizados no estudo foram submetidos ao processo

de lavagem preconizado pelo Procedimento Operacional Padrdao (POP) do INCQS,

n° 65.3120.014, referente a lavagem de material para analise de residuos de

agrotoxicos:

Descontaminacao do material utilizado com acetona destilada ou acetona
para analise (P. A.);

Lavagem com agua corrente;

Imersdo do material lavado em solu¢do de detergente alcalino a 10% por, no
minimo, duas horas, antes de passar para o item d;

Lavagem com agua corrente;

Lavagem com agua deionizada;

Rinsagem com acetona grau residuo de pesticida;

Secagem do material em local plano e em temperatura ambiente;

Protecao das bordas e extremidades dos materiais secos com papel aluminio

e armazenamento nos armarios e/ou gavetas do laboratério.

Antes das analises as vidrarias e os materiais foram rinsados com acetona e

n-hexano, grau residuo de pesticida, para garantir a auséncia de contaminantes.
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IV.3. Materiais

1V.3.1. Vidrarias e outros materiais utilizados nas analises

Pipetas volumétricas de capacidade: 1 e 5ml;

o Baldes volumétricos de capacidades: 10; 25; 50 e 100ml;

¢ Navetas de vidro para a pesagem dos padrdes dos agrotoxicos analisados;

e Provetas graduadas de capacidades: 10; 50 e 100ml;

e Pipetas Pasteur;

o Espatulas de metal,;

e Seringa de vidro de capacidade: 5mi;

e Beéqueres de vidro de capacidades: 20; 100 e 200ml;

e Baldes de fundo redondo capacidade: 500ml;

e Baldes de fundo cbnico de capacidades: 50 e 150ml;

e Bureta de capacidade: 10ml;

e Coluna de vidro para cromatografia por permeagao em gel (D. . =25mm e
comprimento= 50cm);

e Colunas tulipa de vidro para cromatografia de adsor¢édo (D. I. =10mm e
comprimento= 15cm);

e [Extrator de Soxhlet;
Unidade filtrante Millex® GN (0,20pm; 25mm) (Millipore, Estudos Unidos).

1V.3.2. Reagentes:

e Agua destilada;

o Agua deionizada;

e N — hexano para analise de residuos — Omnisolv (Merck, Estados Unidos);

e Acetona para analise de residuos — Pesticide (Tedia, Estados Unidos);

e Acetona pro-analise (P. A.) (Merck, Alemanha);

e Acetato de Etila para analise de residuos — Pesticide (Tedia, Estados Unidos);
e Tolueno para analise de residuos - Pesticide (Tédia, Estados Unidos);

e Ciclohexano para analise de residuos — Lichrosolv (Merck, Alemanha);

e |sooctano para andlise de residuos — Suprasolv (Merck, Alemanha);

e Padrées de agrotéxicos, fornecidos por Dr. Ehrenstorfer (todos com

certificados de analise e com grau de pureza fornecido) (Alemanha);
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e Detergente Alcalino Extran MAO1 (para a lavagem do material) (Merck,
Brasil);
e Benzeno para analise de residuos — Omnisolv (Merck, Alemanha) (para a
solubilizagédo do padrao de B — HCH);
e BioBeads SX — 3, 200-400mesh (BIO — RAD, EUA);
e Silica Gel 60 para cromatografia em coluna, 0,063-0,200mm (Merck,
Alemanha);

e Sulfato de sodio anidro granulado (Merck, Alemanha).

1V.3.3. Preparo das solucoes padroes

IV.3.3.1. Solucbes estoque:

Foram preparadas solugbes padrdo estoque individuais de concentracéo
100ug/ml a partir da solubilizagdo de 0,01g de cada padrdo em isooctano, exceto
para o 8 — HCH, utilizando baldo volumétrico calibrado de 100ml. No preparo da
solugdo estoque do B — HCH, o padrao foi primeiramente dissolvido em 1ml de

benzeno, para facilitar a solubilizag&o.

1V.3.3.2. Solucées intermediarias:

Foram preparadas seis solugbes intermediarias de concentragdes
estabelecidas, também conhecidas como solu¢des de trabalho, para a construgao

da curva analitica:

e Solugdo intermediaria de concentragcdo estabelecida 1ug/ml: 1ml de cada
solucado estoque foi transferido para um baldo volumétrico calibrado de 100ml,
avolumado com isooctano;

¢ Solugdes intermediarias de concentragdes estabelecidas: 0,01; 0,02; 0,04;
0,08 e 0,15ug/ml. Preparo:

a) Solugao de concentragao 0,15ug/ml: 1,5ml da solugdo de concentragdo 1ug/mi
foram transferidos (utilizando bureta calibrada de 10ml) para um baldo volumétrico
calibrado de 10ml, avolumado com isooctano;

b) Solugdo de concentragao 0,08ug/ml: 5ml da solugdo de concentragao 0,15ug/ml
foram transferidos (utilizando pipeta volumétrica calibrada) para um balédo

volumétrico calibrado de 10ml, avolumado com isooctano;
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¢) Solugao de concentragao 0,04ug/ml: 5ml da solugado de concentragao 0,08ug/mi
foram transferidos (utilizando pipeta volumétrica calibrada) para um balédo
volumétrico calibrado de 10ml, avolumado com isooctano;

d) Solugéo de concentragdo 0,02ug/ml: 1ml da solugdo de concentragdo 1ug/ml foi
transferido (utilizando pipeta volumétrica calibrada) para um baldo volumétrico
calibrado de 50ml, avolumado com isooctano;

e) Solugédo de concentragdo 0,01pg/ml: Sml da solugéo de concentragdo 0,02ug/mi
foram transferidos (utilizando pipeta volumétrica calibrada) para um balédo

volumétrico calibrado de 10ml, avolumado com isooctano.

1V.3.4. Equipamentos e Acessorios

e Balanca analitica com faixa de indicagdo: 0,00001 a 210g (Mettler Toledo
AG2 45, Suica);

e Ultrassom (Bransonic 52, Estados Unidos);

e Mddulo para evaporagao com fluxo de nitrogénio (Pierce, Estados Unidos);

e Placa de aquecimento (Pierce, Estados Unidos);

e Manta de aquecimento (Fisatom, Brasil)

e Evaporador rotatério a vacuo (Buchi Rotavapor RE120, Suiga);

e Cromatégrafo a gas (Agilent 6890 Series), com detector por captura de
elétrons com fonte radioativa de Ni®® (Hewlett Packard, G2397A);

e Cromatégrafo a gas (Agilent 6890N Series), com detector seletivo de massas
(Agilent 5973);

e Bomba de média pressdo para cromatografia liquida por permeagdo em gel
(Duramat 80, Alemanha);

e Cartuchos de celulose para extragédo (D. . = 33mm e comprimento = 94mm)
(Whatman, Inglaterra);

e Liofilizador (Christ Beta 1-16, Alemanha).

1V.4. Método Analitico

O método analitico ora proposto foi baseado no método multiresiduo S19 da

Alemanha, que permite a determinagdo de residuos de aproximadamente 85
agrotoxicos lipossoluveis e hidrossoluveis e alguns de seus metabdlitos (THIER &
ZEUMER, 1987; THIER & KIRCHHOFF, 1992). Para tal, inicialmente a gordura das

amostras foi extraida através de lixiviagdo exaustiva por meio de solvente organico.
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Posteriormente, foi purificada através de cromatografia por permeacao em gel (CPG)
recheada com gel de poliestireno (BioBeads SX-3), usando uma mistura de
ciclohexano/acetato de etila (1:1 v/v) como eluente. Por fim, a fragdo contendedora
dos residuos (120 - 230ml) foi submetida a uma etapa posterior de purificacdo em
pequena coluna recheada com silica gel desativada, usando 10ml de tolueno como

eluente. O recheio da coluna de silica foi preparado conforme listado abaixo:

1°: Desativacdo da silica = Inicialmente, a silica foi mantida em mufla a

650°C durante 12 horas, sendo posteriormente transferida para um dessecador até
atingir temperatura ambiente. Para a desativagao, 98,5g da silica foram hidratados
com 1,5ml de agua deionizada. A mistura foi deixada em equilibrio durante 12 horas

antes do uso;

2°: Preparacédo da coluna de silica = A saida da coluna foi fechada com 1a de

vidro e preenchida com 1,0g da silica desativada. Foram adicionados 5 a 10mm de
sulfato de sddio anidro granulado acima da silica e o recheio foi, entdo, lavado duas

vezes com 5ml de n-hexano.

A fragdo proveniente da segunda etapa de limpeza foi concentrada até
aproximadamente 1ml em evaporador rotatério a vacuo e posteriormente levada a
quase secura sob fluxo de nitrogénio. Ressuspendeu-se em tolueno, o volume final
foi ajustado para 0,5ml e, finalmente injetado (2ul) em CG/uDCE. A confirmacgao dos
resultados obtidos foi realizada mediante a concentragao (10:1 v/v) de uma aliquota
do volume final. Para tal, a aliquota foi levada a secura sob fluxo de nitrogénio e
posteriormente ressuspendida em solugdo de padréo interno (criseno, antraceno e
pireno; concentragdo=1ug/ml). Posteriormente, procedeu-se com a inje¢ao de 2ul no
CG/DSM.

IV. 5. Condicoes Cromatograficas

IV. 5. 1. Cromatografo a gas com detector por captura de elétrons com fonte
radioativa de Ni®* (CG/uDCE)

i) Injetor-> modo: sem divisdo de fluxo (“splitless”), presséo do pulso: 50psi,

duracéao do pulso: 0,2min, temperatura: 230°C;
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i) Coluna DB5 (J&W) (30m de comprimento, didmetro interno: 25mm,
espessura do filme: 0,25um)— modo: vazédo constante (1ml/min), gas de arraste:
nitrogénio ultra puro;

i) Forno— 80°C, 30°C/min até 180°C, 180°C por 8min, 2°C/min até 200°C,
200°C por 5min, 6°C/min até 280°C, 280°C por 5min;

iv) Detector por captura de elétrons— temperatura: 300°C, vazao do gas de

‘makeup”. 60ml/min, gas de “makeup”: nitrogénio ultrapuro.

1V. 5. 2. Cromatografo a gas com detector seletivo de massas (CG/DSM)

i) Injetor—> modo: sem divisdo de fluxo (“splitless”) pulsado, presséo do pulso:

40psi, duragao do pulso: 0,20min, temperatura: 230°C;

ii) Coluna DB5-MS (J&W) (30m de comprimento, diametro interno: 0,20mm,
espessura do filme: 0,20um)— modo: vazdo constante (1ml/min), vaz&o da coluna:

0,9ml/min, gas de arraste: hélio ultra puro;

iii) Forno— 50°C, 50°C/min até 100°C, 2°C/min até 120°C, 5°C/min até 280°C,
280°C por 5min;

iv) Detector seletivo de massas— modo: varredura (faixa de varredura de
massa: 90-450u), temperatura da linha de transferéncia: 280°C, temperatura do

quadrupolo: 150°C, temperatura da fonte: 230°C, energia do feixe de elétrons: 70eV.
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V. Resultados e Discussao

A validagdo do método analitico e as andlises das amostras de leite longa
vida foram realizadas no Laboratério de Residuos de Agrotdxicos do Departamento
de Quimica do INCQS/FIOCRUZ, R.J., em parceria com o Laboratério de Poluentes
Orgéanicos Persistentes do Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia
Humana (CESTEH)/ENSP/FIOCRUZ, R.J.

V. I. Estudo do Método Analitico

O método analitico validado no presente estudo compreende basicamente

seis etapas, esquematizadas na Figura 2.

Liofilizacao

}

Lixiviagao exaustiva por meio de solvente organico (Extragao da Gordura)

;

Cromatografia por permeagao em gel
(CPG)

;

Cromatografia por adsorgao
(silica)

;

Injecao no CG/uDCE

!

Confirmagao dos residuos no CG/DSM

Figura 2: Esquema do Procedimento Analitico para a Determinagcéo de

OCs em Leite.
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A primeira etapa do método constituiu na liofilizagdo das amostras. Conhecida
como criosecagem, a liofilizacao € um processo de desidratagao de produtos no qual
a agua previamente congelada passa do estado solido diretamente para o estado
gasoso. Tal processo foi realizado em baixa temperatura e na auséncia de ar
atmosférico, o que permitiu que as propriedades organolépticas do leite fossem
praticamente inalteradas (GAVA, 1999). Nessa etapa, 200ml do leite fluido foram
transferidos para um baldo de 500ml e posteriormente congelados mediante rotagéo
do baldo em banho de gelo seco e acetona. O baléo foi encaixado no liofilizador e as

amostras entio, liofilizadas.

Uma vez liofilizadas, foram pesados 20g de amostra em cartuchos extratores
sobre os quais foi acrescentada fina camada de sulfato de soédio anidro granulado.
Os cartuchos foram entdo transferidos para os extratores de Soxhlet, previamente
acoplados a baldes de 500ml preenchidos com 300ml de acetona/n-hexano, 1:1 v/v
e pérolas de vidro. Foram realizados aproximadamente 200 ciclos para a extragao
da gordura e, posteriormente, o solvente foi removido por evaporagdo em
evaporador rotatorio a vacuo (T= 50°C e Pressdo= 800mmHg). A gordura extraida,
contendo ainda residuos de solventes, foi transferida para um béquer e este mantido
sob fluxo de nitrogénio e placa de aquecimento até peso constante. Em seguida,
foram realizadas duas etapas de limpeza para que fossem evitados problemas na
detecgao, amostras falso-positivas, ruidos quimicos altos, redu¢cédo no tempo de vida

da coluna cromatogréfica e contaminagéo do detector (ARMENDARIZ et al., 2004).

A gordura foi removida através de cromatografia por permeagdao em gel
(CPG), conhecida como cromatografia de exclusdo por tamanho. Trata-se de uma
técnica eficaz para a separacao quantitativa de compostos que apresentam massa
molecular superior a 400u, como os OCs, de compostos macromoleculares como os
lipideos (600-1500u). Para se estabelecer a fracdo de trabalho, foram realizados
testes com uma mistura de padrdes de OCs, usando como referéncia o método S19,
no qual a eluicdo dos OCs de interesse ocorre entre 100 e 165ml. Dessa forma,
apos a transferéncia da mistura de padrdes para a coluna (1ml), foram coletadas as
seguintes fragbes considerando o comprimento maior da coluna que aquele usado

no método S19:
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e 0-100ml

e 100-110ml
e 110 —-120ml
e 120 -130ml
e 130-140ml
e 140 —150ml

e 150 —190ml

e 190 -200ml
e 200-210ml
e 210 -220ml
o 220-230ml
e 230 -240ml

As fragcoes de 0 — 100ml e 150 — 190ml ndo foram analisadas. Cada fracao de

10ml foi evaporada até 1ml em evaporador rotatério a vacuo e, em seguida até

quase secura sob fluxo de nitrogénio. Finalmente, ressuspendeu-se em 0,5ml de

solugdo de padréo interno (criseno, pireno e antraceno, de concentragao 1ug/ml).

Identificou-se a fragdo de trabalho através da injecdo de cada uma das fragdes de

10ml no CG/DSM. Observou-se que as 3 primeiras e a ultima fragdes de 10ml

analisadas nao apresentaram as substancias de interesse. A Figura 3 (A, B, C, D)

mostra os cromatogramas de 4 das 12 fragdes coletadas para o estabelecimento da

fracao de trabalho.

foram identificadas as substancias de interesse.

Observa-se que na Figura 3A, cromatograma da fragdo de 120 — 130ml, néo

3A.

Response
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4 B
4000000 i
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ioooooo s

zOoooooo 1 3 ?

laoooon |

L T T J T | I T b T T | T -—J_jl-l_ = T T
1Q.QQ |S.H0 20,00 500 20,00 2500 <4000 <=.00 s0.00 500
Time i
# Substancias # Substancias
1 95% PBM Cyclopentasiloxane, decamethyl 6 Criseno D-12
2 87% PBM Cyclohexasiloxane, dodecamethyl 7 59% PBM 8-Methyl-4-azafluorene
3 40% PBM 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11- 8 83% PBM 1,2-Benzenedicarboxylic acid,
DODECAMETHYL-HEXASILOXANE diisooctyl ester
) 87% PBM Iron, monocarbonyl-(1,3-butadiene-1,4-

4 Antraceno D-10 9 dicarbonic acid, diethyl ester) a, a'-dipyridyl
5 Pireno D-10 - -

PBM=Probability-based matching (Probabilidade de se igualar aos padrées da biblioteca do espectro de massas, Wiley 7N).
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A Figura 3B representa o cromatograma da fragdo 130-140ml, a partir da qual

os analitos de interesse comegaram a eluir.

3B.
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min

# Substancias

1 beta-HCH

2 delta-HCH

3 Endosulfan sulfato
4 Dicofol

Note que a Figura 3C representa o cromatograma da fragao 220-230ml, na
qual ocorre a eluicdo das ultimas substancias estudadas. Tal fato € comprovado pela
Figura 3D, correspondente a fracdo 230-240ml, que apresenta unicamente picos

referentes aos siloxanos, ftalatos e padrdes internos (criseno, pireno e antraceno).

3C.
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3D.

Responze
3500000 2
3000000
2500000
2000000
1500000

loaooon

™ 1 T T T — T
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Time min

3
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# Substancias # Substancias
1 95% PBM Cyclopentasiloxane, decamethyl 6 Pireno D-10
2 87% PBM Cyclohexasiloxane, dodecamethyl 7 Criseno D-12
3 40% PBM 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11- 8 83% PBM 1,2-Benzenedicarboxylic acid,

DODECAMETHYL-HEXASILOXANE diisooctyl ester

87% PBM Iron, monocarbonyl-(1,3-butadiene-1,4-
4 Antraceno D-10 9 dicarbonic acid, diethyl egte(r) a, a'-dipyridyl
5 83% PBM 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2- } )
methylpropyl) ester

Figura 3: Representacdo cromatografica dos testes realizados com a mistura de
padroes dos OCs e OFs para a determinagcao da faixa de trabalho para a

cromatografia por permeagao em gel.

Observa-se, nas Figuras 3A e D, que os picos 1, 2 e 3 dos cromatogramas
ilustrados se referem a siloxanos, provavelmente provenientes da coluna capilar de
silica fundida 5% fenil metil siloxano utilizada no cromatdgrafo a gas. Esses picos
também foram observados nas Figuras 3B e C. Picos de ftalatos em todos os
cromatogramas das fragdes estudadas foram detectados, possivelmente
provenientes de algum constituinte da coluna utilizada para a cromatografia por

permeacao em gel.

Apos avaliagao das fragdes, estabeleceu-se o critério de coleta, tal que a
fracao de 0 a 110ml foi descartada e a fracao de 110 a 230ml foi analisada conforme

descrito a seguir.

A fragdo contendo as substancias de interesse foi evaporada até 1ml em
evaporador rotatério a vacuo e até quase secura sob fluxo de nitrogénio. O restante

foi ressuspendido em tolueno e submetido a segunda etapa de limpeza, uma vez
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que residuos de substancias interferentes permanecem no eluato da CPG e devem
ser removidas (RIMKUS et al., 1996).

A solucado em tolueno proveniente da CPG foi transferida para a coluna de
silica. As substancias de interesse foram eluidas com 10ml de tolueno. Concluida a
eluicdo, o eluato foi evaporado até 1ml em evaporador rotatério a vacuo e
posteriormente levado até quase secura em fluxo de nitrogénio. O volume final foi

ajustado para 0,5ml com tolueno e 2 ul foram injetados no CG/uDCE.

Apos a otimizacdo do método analitico com a mistura de padrbes, deu-se
seguimento a determinagdo do branco da matriz. Consistiu numa amostra de leite
cujo perfil cromatografico € isento de picos com potencial de interferéncia nos
tempos de retencdo das substancias de interesse. Cumpre mencionar que a
identificacdo de uma amostra de leite com caracteristicas de branco da matriz
ocorreu de modo empirico e aleatdrio. Assim sendo, esse processo foi iniciado
mediante solubilizacdo de 0,59 de gordura de leite no solvente eluente (acetato de
etila/ciclohexano, 1:1 v/v), seguida de filtragem em unidade filtrante e transferéncia
para a coluna de permeagdao em gel. O restante do procedimento seguiu
criteriosamente a metodologia abordada previamente para a mistura de padrdes das
substancias de interesse. O branco da matriz foi analisado através da injecédo no
CG/DSM (Figura 4)
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Figura 4: Cromatograma do branco do leite utilizado para a validagao do

meétodo analitico proposto pelo presente estudo.

Observa-se a existéncia de um pico referente ao agrotdxico organofosforado

clorpirifos etil e de um interferente préximo ao tempo de retengao do mirex.
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A Figura 5 representa o cromatograma de uma mistura de padrdes
(concentragao aproximadamente 0,02ug/ml) para fins de ilustragdo e comparagao

com o cromatograma do branco do leite (Figura 4).
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# Substéncia # Substancia Substancia
1 alfa-HCH 10 heptacloro epoxido 19 endrin
2 HCB 11 trans-clordano 20 beta-endossulfan
3 beta-HCH 12 o,p-DDE 21 p,p-DDD
4 gama-HCH 13 alfa-endossulfan 22 o,p-DDT
5 delta-HCH 14 cis-clordano 23 endossulfan sulfato
6 clorpirifés metil 15 trans-nonaclor 24 p,p-DDT
7 heptacloro 16 dieldrin 25 dicofol
8 aldrin 17 p,p-DDE 26 metoxicloro
9 clorpirifés etil 18 o,p-DDD 27 mirex

Figura 5: Cromatograma da solugdo de mistura dos padrbes das substancias de
interesse de concentragédo aproximadamente 0,02 pug/ml.

Pode-se observar que nao foram identificados picos coincidentes com os
tempos de retencdo dos OCs estudados. Contudo, identificou-se um interferente
préoximo ao pico do mirex que impossibilitou a validacdo do método analitico ora
proposto para a referida substancia. Isso porque, na concentragdo mais baixa da
curva analitica, foi obtido valor da taxa de recuperacao superior a estabelecida pelo
Codex Alimentarius (70-120%). Ainda no que tange a Figura 4, observou-se a
presenca do agrotoxico organofosforado clorpirifds etil, demonstrando a necessidade
de inclusédo dessa substancia no processo de validacido do método analitico. Deu-se
seguimento ao processo de validagdo do método de analise com o referido branco
de leite posto que foi concluida a possibilidade de realizagao dos calculos das taxas

de recuperagao para o clorpirifés etil através da corregcao dos valores encontrados,
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ou seja, subtraindo-se o valor das areas de clorpirifés etil obtidas nos
cromatogramas do branco fortificado com concentracdes diferentes de padrao das
substéncias de interesse pelo valor da area de clorpirifés etil obtida no

cromatograma do branco do leite.

Os agrotdéxicos OFs sao ésteres de acido fosférico com diferentes
substituintes e correspondem a um grupo heterogéneo de substancias amplamente
usadas na agricultura em fungcdo de algumas vantagens, conforme listado: alta
atividade inseticida, amplo espectro de acdo, acdo sistémica para a maioria dos
insetos, baixa agao residual, rapida biotransformacao e baixa persisténcia no meio
ambiente (MIDIO & MARTINS, 2000; PAGLIUCA et al., 2004).

Em funcdo do reduzido potencial de persisténcia ambiental, os OFs
substituiram gradativamente os OCs na pratica agropecuaria. Paradoxalmente,
configuram risco para a saude humana por inibirem irreversivelmente a
aceticolinesterase, comprometendo a neurotransmissao colinérgica logo algumas
funcdes vitais. Em ultima instancia, quadros de intoxicagdo severa por OFs podem
decorrer da possibilidade de bioacumulacdo ao longo da cadeia alimentar
(PAGLIUCA et al.,, 2004). Nesse contexto, os animais podem acumular OFs por
ingestao ou por contato. Como consequéncia, alimentos de origem animal como o
leite representam uma fonte indireta de OFs para os humanos, posto que eles
também podem se concentrar na gordura dos alimentos (JUHLER, 1997; PAGLIUCA
et al., 2005).

V.2. Validacao do método analitico

O método analitico proposto foi validado de acordo com os parametros de
validac&o sugeridos pelo POP do INCQS, n°® 65.3120.082, referente aos Parametros
Estatisticos para Validagdao de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos, tais como
seletividade, faixa de trabalho, linearidade [determinagdo dos valores aberrantes,
analise dos residuos da regressdo (homo/ heterocedasticidade) e analise da
variancia da regressao (significancia da regressao)], precisédo (desvio padrao relativo
ou coeficiente de variagao), limite de detecgao, limite de quantificagdo, e exatidao

(taxa de recuperacao).
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V.2. 1. Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias de interesse na presenga de
componentes que podem interferir em sua determinacdo numa amostra complexa. A
seletividade assegura que o pico da resposta € exclusivamente da substancia
analisada (RIBANI et al., 2004; THOMPSON et al., 2002; SANCO, 2004).

A seletividade do método ora proposto foi testada através da injecédo do
branco do leite (Figura 4). Para tal, o branco n&o deveria apresentar interferentes
que coincidissem com os tempos de retencdo das substincias estudadas.
Entretanto, o branco apresentou um interferente cujo tempo de retengao era proximo

do mirex. Dessa forma, essa substancia nao péde ser validada no presente estudo.

Para comprovar a seletividade do método proposto, foram injetadas as
misturas de padrdes para que os tempos de retencao relativos das substancias de

interesses fossem identificados (Figura 5).

Comparando-se os cromatogramas demonstrados nas Figuras 4 e 5, se
conclui que o método ¢é seletivo, posto que foi capaz de avaliar os OCs de maneira

inequivoca.

V.2. 2. Faixa de trabalho

A faixa de trabalho corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior
da substancia analisada, que atenda aos requisitos de precisdo e exatiddo. E
usualmente expressa nas mesmas unidades dos resultados obtidos pelo método.
Ademais, envolve as concentragdes que sao utilizadas para a construgao da curva
analitica que podera ser utilizada na quantificacdo das amostras. E imprescindivel
que a faixa de trabalho apresente condigdes de linearidade (THOMPSON et al.,
2002).

Para determina-la, optou-se pela escolha aleatéria de valores baixos de
concentracao (0,01; 0,02; 0,04; 0,08 e 0,15ug/ml). O tratamento estatistico da curva

de calibragdo mostrou clara linearidade, conforme descrito a seguir.
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V.2. 3. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo das substancias de interesse, dentro de
uma determinada faixa de aplicagdo. Para tal, sdo avaliados alguns parametros
estatisticos como a determinagdo de valores suspeitos de serem aberrantes, a
homogeneidade das variancias dos residuos (homo/heterocedasticidade) e a analise

da variancia da regresséo.

A relagdo matematica entre o sinal e a concentragdo do analito de interesse
deve ser determinada a partir de sinais medidos para concentragdes conhecidas
desse analito. Tal relacdo matematica pode ser expressa como uma equacgao da reta
denominada curva analitica. Na pratica, a linha que define a reta deve ser
constituida por pontos que podem variar de 3 a 7, € que nao incluam o zero na
curva, devido aos possiveis erros associados (THOMPSON et al., 2002; INMETRO,
2003; RIBANI et al., 2004; ISO/IEC 17025, 2005).

A linearidade do método analitico foi verificada através da plotagem da curva
de calibracdo (curva analitica), onde o eixo x corresponde a concentragcéo do analito
e 0 eixo y a area do analito obtido na cromatografia, em cinco concentragdes das
solugdes padrao: 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 e 0,15ug/ml (valores aproximados) injetadas
no CG/uDCE.

O presente trabalho se propds a analisar 25 substancias nas 20 amostras de
leite selecionadas, coletadas pelo PAMVet. Cumpre enfatizar que as 25 substancias
foram analisadas criteriosamente seguindo tratamento estatistico descrito a seguir.
Os valores das variaveis utilizadas para os calculos da linearidade dos analitos se

encontram sumarizados em tabelas no Anexo A.

Os valores aberrantes sao aqueles que nao fazem parte da populagado dos
valores gerados durante as etapas de validagdo do método. Para a detecgédo desses
valores é realizado o teste de Grubbs para o nivel de significancia p=0,05. Tal teste
€ realizado quando se deseja avaliar o menor e/ou maior valor suspeito de ser
aberrante (THOMPSON et al., 2002).

G calculado = (Yij — Yi)/Sj
Onde: yj; = valor suspeito de ser aberrante;

yi = média dos valores obtidos para um determinada concentragao i;
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sjj = desvio padrao dos valores obtidos.
Se G calculado < G tabelado — Valor suspeito nao é aberrante;
Se G calculado > G tabelado — Valor suspeito é considerado aberrante.

Na tabela 6 sdo apresentados valores de G tapelado Para n=3, n=4, n=5, n=6 e

n=7 (n € o numero de replicatas).

Tabela 6: Valores de G tapelado Para o Numero de Replicatas Correspondentes.

G tabelado (95%)
1,155
1,481
1,715
1,887
2,020

~N| O o M| W S

Fonte: GRUBBS & BECK, 1972.

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos a partir da aplicagao do teste de
Grubbs em todas areas de todas as substdncias de interesse, nas cinco
concentragdes diferentes da curva analitica. Observando-se os graficos de barras de
cada substancia analisada, note que as barras vermelhas correspondem aos valores
de Geaculado para as 15 areas obtidas nos cromatogramas (3 injegdes de cada uma
das 5 concentracbes) e que a linha azul paralela ao eixo x representa o valor de
Gtabelado (1,155) para um numero de replicatas igual a 3. Analisando-se tais variaveis,
verifica-se que nenhuma das barras vermelhas ultrapassou o limite da linha azul e

assim sendo, pode-se concluir que ndo existiram valores aberrantes.
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Figura 6: Representacao grafica do teste de Grubbs
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Figura 6: Representacgéo grafica do teste de Grubbs (cont.)
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Figura 6: Representacéo grafica do teste de Grubbs (cont.)
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Figura 6: Representacéo grafica do teste de Grubbs (cont.)

Ainda no que se refere a linearidade, foi verificada a homogeneidade das
variancias dos residuos. Essa avaliagdo indica a homogeneidade ou
heterogeneidade da variancia dos residuos da analise da regressao, através do

teste de Cochran, aplicando a férmula que se segue (THOMPSON et al., 2002):
Coalculado = S maior/Z S
Onde: S? naior= Maior variancia;
¥ S?j =somatorio das variancias.

Se C cacuado > C tavelado — AS variancias dos residuos nado sao diferentes, ha

homocedasticidade;

Se C ccuado < C tabelado — As varidncias dos residuos sao diferentes, ha

heterocedasticidade.

Os valores de C iapeiado Para n=2, n=3, n= 4, n= 5 e n=6 (n € o numero de

replicatas e k € o numero de comparagdes) encontram-se sumarizados na tabela 7.

Tabela 7: Valores de cochran referentes ao numero de replicatas (n) e comparagoes

(k).

k n=2 n=3 n=4 n=5 n=6
3 0,967 0,871 0,798 0,746 0,707
4 0,906 0,768 0,684 0,629 0,590
5 0,841 0,684 0,598 0,544 0,506
6 0,781 0,616 0,532 0,480 0,445

Fonte: COSTA NETO, 1994.
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Conforme ilustrado na Figura 7, os valores de Ggaiculado Para as 25 substancias
de interesse se apresentaram abaixo do valor de Giapelado (0,684) para um numero de
repeticbes igual a 3 e para um numero de comparagdes igual a 5. Uma excegao
deve ser observada para o dicofol, cujo valor de Geaiculado S€ apresentou maior do
que o valor de Gipelado- Dessa forma, a equacgao da reta para a referida substancia
foi calculada pelo método dos minimos quadrados ponderados ao passo que para 0s
demais analitos, cujos valores de Gcajcuiado fOoram menores do que o valor de Giapelado,
as equacgdes da reta foram calculadas pelo método dos minimos quadrados

ordinarios.

Note que as barras vermelhas representam os valores de Gcalculado pelo
teste de Cochran para todas as substancias estudadas e que a linha azul paralela ao
eixo x representa o valor de Giapelado (0,684) para o numero de repetigbes igual a 3 e
numero de comparagdes igual a 5. Observe que das 25 substancias analisadas

apenas o dicofol ndo apresentou homogeinidade nas variancias de seus residuos

C de Cochrane
Avaliagdo da Homo e Heterocedasticidade

3 Calculado =——Tabeladon=3k=5

Substancias

Figura 7: Representacado grafica dos valores de Geacuado Para a avaliagdo da
homogeneidade das varidncias dos residuos das 25 substancias de

interesse.

Nos casos em que a hipétese de homocedasticidade foi confirmada, a
equacao da reta foi calculada pelo método dos minimos quadrados ordinarios. Nos
casos em que se confirmou a hipétese de heterocedasticidade, por outro lado,

aplicou-se o método dos minimos quadrados ponderados. Conforme visualizado na
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Figura 7, todos os analitos investigados se apresentaram homocedasticos, com

excecgao do dicofol que se apresentou heterocedastico.

Realizada a analise de regressdo pelo método dos minimos quadrados
ordinarios ou ponderados, o coeficiente de correlagdo linear (r) foi calculado e a
equacao da reta determinada. A Figura 8 apresenta as curvas analiticas dos analitos

estudados.
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Figura 8: Representacao das curvas analiticas das substancias de interesse.
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Figura 8: Representagéo das curvas analiticas das substancias de interesse (cont.).

43



( N\ enan )
Alfa - Endossulfan
25000000 -_|Y= 154008222,8346x- 436500,0001 18000000 |y =97871509,7961x + 124962,3468
r=0,9985 16000000 J =0,9995
20000000 -| 14000000 -
12000000 -
o 2000000 4 @ 10000000 |
g g
] < 8000000 -
10000000 -
6000000
5000000 4 4000000 -|
2000000 -
0 T . . 0
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000
Concentragéo (ug/ml) Concentragao (ug/ml)
N J . J
4 N - )
- 4000000 |y =21685266,4876x + 62636,5310
14000000 11 =75 608930,5523x - 336987,6409 U= —o. 9983
12000000 J r=0,9879 3500000
10000000 -| 3000000 ~
2500000
o 8000000 | ©
] @ 2000000
< 6000000 -| <
Q 1500000 -|
4000000 1000000 |
2000000 500000 4
0 ; . 0
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,0000 o,osoo 0,1000 0,1500 0,2000
Concentragao (pg/ml) Concentragéo (pg/ml)
N J . J
e o ™)
- N
14000000 - y=72178491,2330x + 442849,6614
r=0,9988
12000000 | 35000000 +—{y = 138860917,2133x - 101896,7989
30000000 1 = O
10000000 4
25000000 -
8000000
3 © 20000000 -|
< | 4
6000000 < 15000000 -
4000000 ~ 10000000 |
2000000 - 5000000 -
0 T 0 T T T T
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,0000 0,500 0,000 0,1500 02000  0,2500
Concentragéo (pg/ml) Concentragéo (ung/ml)

N J - J
a AYa ™
Beta - Endossulfan Endossulfan Sulfato

14000000 3000000 |y = 12827704,9031x + 9952,6164
y=62022694,0858x + 300573,1346 = 0.9944
12 1 - i
000000 15.2,:3286 2500000 |
10000000 -
2000000 -
o 8000000 4 ©
3 2 1500000 {
< 6000000 - <
4000000 | 1000000 +
2000000 -| 500000 -|
0 0 T T T T
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,0000 0,500 0,000 0,1500  0,2000  0,2500
Concentragéo (pg/ml) Concentragéo (ug/ml)
. J - J

Figura 8: Representacao das curvas analiticas das substancias de interesse (cont.).
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Figura 8: Representagao das curvas analiticas das substancias de interesse (cont.).

O coeficiente de correlagao linear (r) expressa a relagédo de x e y na curva,
cujos valores podem estar compreendidos no intervalo -1 <r < +1. Os valores ideais
sdo +1 e -1, ou seja, quanto mais préximo da unidade, maior € a probabilidade de
existir uma relagao linear definida. Se os valores de r tenderem a zero, indicam que
nao ha uma relagédo linear definida (MILLER & MILLER, 1988). Analisando-se a
figura 7 se observa que os valores de r para os analitos estudados variaram entre
0,9948 e 0,999, o que indica que ha uma relacdo linear entre as variaveis. Porém,
embora o r indique a correlagédo do ajuste do modelo, ele ndo pode ser usado
isoladamente para testar a linearidade. O r s6 € valido para a verificacdo da
correlagdo entre os valores observados e os valores estimados pelo método (x e y)
através da reta de regressdo. A avaliacdo de um modelo e a conclusdo de que o
ajuste da reta é satisfatério, indicando assim a significancia estatistica da curva
ajustada, sdo comprovadas através do teste F (PIMENTEL & NETO, 1996). Para tal,
foi utilizada analise de variancia na regressao (ANOVA) para confirmar a regressao
linear. Estudou-se a distribuicdo F, utilizada para realizar o teste de hipdtese da
equacao da reta de regressao, onde a hipotese nula (Hp) considera o coeficiente
angular b = 0 e a hipotese alternativa (H1), b # 0. Se 0 Fcalcuiado fOr maior do que o
Feritico OU Fae significacao, @ hipotese nula deve ser rejeitada e a hipotese alternativa,
aceita (LOWEN, 2003). Sendo assim, foi realizada a andlise da varidncia da
regressao (ANOVA) para a confirmagcdo da regressao, cujos resultados se

encontram na Tabela 8.
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das substancias avaliadas.

ANOVA
Aldrin gl 50 M F F de significagdo
Fegressio 1] 2 11608E+15| 2, 11605E+15| 7715 916705 201745E-19
Hesidug 13| 35E84EH2| 2 F4249E+11
Tatal 14| 2 11965E+15
Alfa Endosulfan | gl 50 MQ F F de significagao
Fegressio 1] 107149E+14| 1,07 149E+14| 51337 34586 9 09436E-25
Fesiduo 13 27133093028| 2087161002
Tatal 14| 1 07176E+14
Alfa HCH gl 50 MQ F F de significagdo
Fegressio 1| 6 39936E+15| 6,39936E+15| 6574 905359 4 26623E-19
Fesiduo 13 1, 210M7E+H13| 930901 E+11
Tatal 14| B A1196E+15
Beta Endosulfan | gl 50 MG F F de significagdo
Fegressio 1] 1 87325E+15( 1 87325E+15| 1,165355099 0, 29997905
Fesiduo 13| 2 08968E+H1E| 1 B0745E+H1S
Tatal 14| 2 H701E+HE
Beta HCH gl 50 MG F F de significagdo
FHegresséo 1] 9 BE0YEE+13| 9 BROVEE+1S| 37B39,1502 b,5342E-24
Fesiduo 13| 33366905747 | 2666655057
Tatal 14| 9 BE412E+13
Clordano gl 50 MQ F F de significagio
FHegresséo 1] B8 57864E+13| 8 57864E+13| 47008 46465 1.61207E-24
Fesiduo 13| 23725686115 1824814317
Tatal 14| 8 53101E+13
Clorpirifos Etil gl 50 MQ F F de significagio
FHegresséo 1] 3 84998E+14| 3,54995E+14 | 4864 392176 3,52663E-18
Fesiduo 130 1, 00317EH1 2| 77551855152
Tatal 14| 3 BE00EE+14
Clopirifés Metil | gl 50 MQ F F de significagio
FHegresséo 1] 107149E+14| 1 07 149E+14 | 51337 34586 9,09456E-25
Fesiduo 13 271335093026| 2087161002
Total 14| 1 07176E+14
Delta HCH gl 50 MG F F de significacio
Fegresséo 1] 417083E+14| 4 17085E+14 | 1233 7227595 2 8E256E-14
Fesiduo 13| 4,38489E+12| 3 38068E+11
Total 14| 4 21477E+14
Dicofol gl 50 MG F F de significacio
Fegresséo 1] 156314E+13| 1,96314E+13| 5333 006564 B, 031253E-16
Fesiduo 10{ 23558571968 | 2355857199
Total 11| 1 96549E+13
Dieldrin gl 50 MG F F de significacio
Fegresséo 1] 2 87207E+14| 2 97207E+14| 3573 256239 3,17B15E-16
Fesiduo 12| 9 93104E+11| 83175309278
Total 13| 2 B8205E+14
Endosulfan Sulfato | gl 50 MQ F F de significacio
Fegresséo 1] 1A5081E+13| 145081 E+13| 3926 513318 1612581E-17
Fesidug 13| 48033862361 | 3694514028
Total 14| 1 45562E+13
Endrin gl 50 MQ F F de significacio
Fegresséo 1] 45264E+14| 4 5254E+14| 26570 24707 7 B114E-23
Fesidug 13| 2 27405E+11| 174926593019
Total 14| 4 527E3E+14

Tabela 8: Analise de variancia na regressao para a confirmagao da regressao linear

46



das substancias avaliadas.

ANOVA
Gama HCH ol 50 MQ F F de significacdo
Regresséo 1 1.87325E+15| 1,687325E+15| 1,165355099 0,29997306
Residug 13| 2 D89E8E+15| 1 BO745E+15
Tatal 14 2 27701 E+16
HCB el 50 MQ F F de significagdo
Regresséo 1| 343793E+15| 3 43793E+15| 56130,14554 3, 15029E-26
Residug 13[ 5,18901E+11| 39915492939
Tatal 14( 3 43545E+15
Heptacloro el 50 MQ F F de significagdo
Regresséo 1] 2, 11608E+15| 2 1M1E08E+15| 7715 921395 20M744E19
Residug 13| 3 5B523E+12] 2 742453E+1
Tatal 14( 2,11965E+15
Heptaclore Epéxido | gl 50 MQ F F de significagdo
Regresséo 1 1.07149E+14 | 1,07149E+14| 51337 34586 9,09436E-25
Residug 13| 27133095028 2087161002
Tatal 14 1,07176E+14
Metoxicloro el 50 MQ F F de significagdo
Regressdo 1 2A442E+13| 21442E+13| 7753 30744 1.95514E-19
Residug 13[ 35951902585 Z7R5530999
Tatal 14 21478E+13
Mirex el 50 MQ F F de significagdo
Regressdo 1 1.58574E+14| 1,58574E+14| 5233 657579 132333619
Residug 13[ 2,50363E+11] 19255700310
Tatal 14( 1,558524E+14
o.p DDD el 50 MQ F F de significagdo
Regressdo 1] 238313E+14| 2.38313E+14| 11054 02664 1,95558E-20
Residug 13] 2,80266E+11] 21558957158
Tatal 14( 2 3B594E+14
o,p DDE el 50 MQ F F de significagdo
Regresséo 1] 4, 26964E+14| 4 26964E+14| 41045 253415 3,89234E-24
Residug 13[ 1,35229E+11| 10402267805
Tatal 14( 4 Z7099E+14
o.p DDT el 50 MQ F F de significagdo
Regresséo 1| 167863E+14| 1 67863E+14| 18496 24036 6 90517E-22
Residug 131 1,17982E+11| 90755352453
Tatal 14( 1 67951E+14
p.p DDD el 50 MQ F F de significagdo
Regressao 1| 222776E+14| 2 2277BE+14| 3017 2743551 7 JaR21E-20
Residug 13 321171 E+11] 24705430144
Total 14( 2 23097 E+14
p.p DDE gl 50 MaQ F F de significagdo
Regressao 1| 162437E+158| 162437 E+15| 36491 26612 89,3567 2E-24
Residug 13[ 6, 78669E+11] 44512995042
Total 14( 1 62495E+15
p.p DOT gl 50 MaQ F F de significagdo
Regressao 1] 234541E+14| 2 34541E+14| 32044 02255 1. 94461E-23
Residug 13[ 95151504371 7315346450
Total 14( 2 34636E+14

gl = graus de liberdade; SQ = soma quadratica; MQ = média quadradica; F = F caiculado; E = €xponencial.

Tabela 8: Analise de variancia na regressao para a confirmagao da regressao linear
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Note que para todas as substancias analisadas o valor de F de significagao foi
menor do que o valor de F calculado. Dessa forma, a hipétese nula péde ser
rejeitada e a hipotese alternativa aceita e, a regresséo linear para todos os analitos

estudados aceita.

Na analise de residuos, para que a linearidade seja considerada significativa,
o valor de Fcacuiado pela ANOVA, tem que ser maior do que o Fitco. Nesse caso, de
acordo com a Figura 8, os valores de Fcacuiado para todas as substancias de interesse
foram menores do que seus respectivos valores de Friico, 10g0 a regresséo linear

para todos os analitos foi confirmada e aceita.

V. 2. 4. Estudo dos limites de deteccdo e quantificacao

V.2. 4. 1. Limite de deteccao (LD)

O LD corresponde a menor concentragao da substancia de interesse que
pode ser detectada, mas que nao necessariamente pode ser quantificada, com certo
limite de confiabilidade utilizando um determinado procedimento analitico
(THOMPSON et al., 2002).

Utilizou-se o método da relacao sinal/ruido para o calculo do LD. Neste, foi
estabelecida uma comparagao entre o sinal do ruido da linha base do cromatograma
e o sinal da resposta dos analitos de interesse, na menor concentragdo conhecida
na matriz (0,01ug/ml). Dessa forma, foi identificada uma concentracdo minima na
qual a substancia pode ser detectada com confiabilidade. A relagéo sinal/ruido
aceita como estimativa do limite de detecgao foi 3:1, o que significa dizer que o sinal
das respostas dos analitos de interesse foi 3 vezes maior do que o sinal do ruido da
linha base do cromatograma (RIBANI et al., 2004; THOMPSON et al., 2002).

Os valores dos LD para as substancias analisadas no estudo séao

apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Limites de detecgéo das 25 substancias analisadas em leite longa vida.

Agrotdéxico LD (mg/kg)
Alfa - HCH 0,0005
Hexaclorobenzeno 0,0006
Beta - HCH 0,0007
Gama - HCH 0,0002
Delta - HCH 0,0002
Clorpirifés Metil 0,0006
Heptacloro 0,0005
Aldrin 0,0007
Clorpirifés Etil 0,0004
Heptacloro Epoxido 0,0004
Clordano 0,0005
o, p'- DDE 0,0004
Alfa - Endossulfan 0,0003
Dieldrin 0,0004
p,p'- DDE 0,0006
o,p'- DDD 0,0004
Endrin 0,0004
Beta - Endossulfan 0,0004
p,p'- DDD 0,0003
o,p'- DDT 0,0003
Endossulfan Sulfato 0,0003
p,p'DDT 0,0004
Dicofol 0,0005
Metoxicloro 0,0005
Mirex 0,0006

V.2. 4. 2. Limite de quantificacao (LQ)

O LQ corresponde a menor concentragcdo da substancia de interesse que
pode ser medida de maneira quantitativa, com precisdo e exatidao, utilizando um
determinado procedimento analitico (THOMPSON et al., 2002).

Assim como feito no calculo do LD, utilizou-se o método da relacao sinal/ruido
para o calculo do LQ. Dessa forma, foi estabelecida uma concentracdo minima na
qual a substdncia pode ser quantificada com precisdo e exatiddo. A relagao
sinal/ruido aceita como estimativa do limite de quantificagdo foi 10:1, o que significa
dizer que o sinal das respostas dos analitos de interesse foi 10 vezes maior do que o
sinal do ruido da linha base do cromatograma (RIBANI et al., 2004; THOMPSON et
al., 2002).
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Os valores dos LQ para as substdncias analisadas no estudo sao

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Limites de quantificacdo determinados para as 25 substancias analisadas

em leite longa vida

Agrotéxico LQ (mg/kg)
Alfa - HCH 0,002
Hexaclorobenzeno 0,002
Beta - HCH 0,002
Gama - HCH 0,001
Delta - HCH 0,001
Clorpirifés Metil 0,002
Heptacloro 0,002
Aldrin 0,002
Clorpirifés Etil 0,001
Heptacloro Epoxido 0,001
Clordano 0,001
o, p'- DDE 0,001
Alfa - Endossulfan 0,001
Dieldrin 0,001
p,p'- DDE 0,002
o,p'- DDD 0,001
Endrin 0,001
Beta - Endossulfan 0,001
p,p'- DDD 0,001
o,p'- DDT 0,001
Endossulfan Sulfato 0,001
p,p'DDT 0,001
Dicofol 0,002
Metoxicloro 0,002
Mirex 0,002

Neste momento, deve-se ressaltar a sensibilidade do método de analise de
residuos de agrotéxicos descrito na presente dissertagdo. O fato é sustentado pelos
valores estimados de LD e LQ, notadamente baixos. Assim sendo, este método se
destaca por possibilitar a deteccdo de residuos OCs, cujos LMR estabelecidos ja
nao tém registro em fungdo da nog¢do de que a interrupgdo de seu uso os isenta do
potencial residual em alimentos. Ademais, o presente método reporta LQ para o
clorpirifés etil uma orden de grandeza inferior ao LMR estabelecido pela ANVISA,

isto é, 0,001mg/kg e 0,01mg/kg, respectivamente.
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V.2. 5. Precisao

V.2.5.1. Desvio Padrao Relativo (DPR) ou Coeficiente de Variacao (CV)

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medicdo, chamadas condicbes de repetitividade. Essas englobam: mesmo
procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob as mesmas
condigdes, mesmo local e repeticdes em um curto intervalo de tempo (THOMPSON
et al., 2002).

Para o estudo da repetitividade do método, foram realizados testes com a
adicdo das solugdes intermediarias de concentragdes 0,01pg/ml; 0,04pg/ml e
0,15ug/ml ao branco do leite. Solubilizou-se 0,5g da gordura do branco em solvente
eluente (ciclohexano/acetato de etila, 1:1 v/v) e, em seguida a gordura foi filtrada em
unidade filtrante e a ela foi adicionado 0,5ml da solugdo intermediaria de
determinada concentracdo (fortificagdo). Transferiu-se para a coluna de permeagéo
em gel e o restante do procedimento seguiu criteriosamente a metodologia descrita

anteriormente para a mistura de padrées das substancias de interesse.

Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada solugao intermediaria

de concentragao diferente, totalizando 9 experimentos.

A repetitividade foi expressa pela dispersdo dos resultados entre todas as
replicatas em cada concentracdo estudada através do calculo do desvio padrao

relativo (DPR%) e/ou coeficiente de variacao (CV%).
DPR % ou CV% = (sj x 100)/y
Onde: sj=desvio padrdo das leituras j no nivel de concentrag&o estudado;
y=meédia dos resultados obtidos.

O intervalo aceitavel de variagdo para as analises de residuos € menor ou

igual a 20%.

Entretanto, a amostra de leite utilizada como branco apresentou o analito
clorpirifés etil e nesse caso em particular, os calculos para exatidao e precisao
requereram correcdes nos valores encontrados. Para tal, foi avaliado o valor da area
do clorpirifés etil no branco e entdo, para cada concentracdo de fortificacdo foi

subtraida a area do branco.
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Os resultados dos coeficientes de variacdo se encontram na Tabela 11.

Tabela 11: Coeficiente de Variagao (%) dos Analitos Determinados em Leite

Longa Vida

Agrotoxico CV (%)
Alfa - HCH 55-19,2
Hexaclorobenzeno 49-17,7
Beta - HCH 52-15,7
Gama - HCH 5,0- 18,2
Delta - HCH 54-18,2
Clorpirifés Metil 40-10,4
Heptacloro 54-16,2
Aldrin 4,7 -17,6
Clorpirifés Etil 4,6 -8,8
Heptacloro Epoxido 46-19,7
Clordano 7,0-124
o, p'- DDE 3,6-17,5
Alfa - Endossulfan 3,5-18,4
Dieldrin 8,3-12,4
p,p'- DDE 5,4 -20,7
o,p'- DDD 58-16,7
Endrin 7,6-185
Beta - Endossulfan 6,3-18,7
p,p'- DDD 56-17,4
o,p'- DDT 75-18,4
Endossulfan Sulfato 59-14,9
p,p' DDT 7,8-17,6
Dicofol 5,8-9,1
Metoxicloro 7,0-9,0
Mirex 9.4-14,5

V.2. 6. Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais

encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (THOMPSON et al., 2002). Os ensaios de exatiddo foram realizados

através da avaliacao das taxas de recuperacao dos analitos.
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V.2. 6. 1. Taxa de recuperacdo

A taxa de recuperacao ¢é a relagao existente entre a quantidade do analito a
ser analisado, obtido apds seguir o procedimento analitico completo, e a quantidade

adicionada no inicio do procedimento, expressa em porcentagem.

Os intervalos aceitaveis de recuperacao para a analise de residuos estdo na
tabela 12.

Tabela 12: Critérios de Aceitacao da Recuperagao de Método Quantitativo

Concentragao Faixa de recuperacgao aceitavel (%)
<1ug/kg 50-120
>1ug/kg<0,01mg/kg 60-120
>0,01mg/kg=<0,1mg/kg 70-120
>0,1mg/kg <1mg/kg 70-110
>1mg/kg 70-110

Fonte: CODEX ALIMENTARIUS, 2000; SANCO, 2004.

O procedimento analitico para a avaliagcdo das taxas de recuperagao dos
analitos de interesse seguiu criteriosamente a metodologia abordada para o estudo

da repetitividade.

A avaliagdo estatistica da exatiddo foi executada através do calculo do
percentual esperado, ou seja, a relagdo percentual entre a abundancia da area do
analito encontrada, em cada concentragcédo, e a abundéancia esperada (referente a

concentragcao conhecida do analito).

Conforme visualizado na Figura 9, todas as substancias avaliadas
apresentaram taxas de recuperacdo dentro do intervalo estabelecido pelo Codex
Alimentarius (Tabela 12), exceto o mirex, que na concentragdo mais baixa, o valor
da taxa de recuperacao excedeu o limite preconizado (153%). Provavelmente isso
se deveu a um interferente do branco (Figura 4), cujo pico se mostrou bem proximo
ao pico do mirex, o que dificultou a identificagcdo/quantificacdo. Dessa forma, a
validagao do presente analito ndo foi possivel ser concluida, havendo a necessidade
de estudos futuros. Vale ressaltar que em métodos multiresiduos ¢é dificil obter
resultados satisfatérios para todas as substancias de interesse (SALAS et al., 2003)
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Figura 9: Representagao grafica da avaliacédo das recuperagdes do branco do leite
fortificado com as substancias estudadas nas concentragdes 1 (0,01mg/kg;), 3 (0,04
mg/kg) e 5 (0,15 mg/kg).

As barras marrons representam os valores das taxas de recuperagao para a
concentragdo 1. As barras bege correspondem aos valores das taxas de
recuperagao para a concentragdao 3 e as barras vermelhas representam os valores
das taxas de recuperacio para a concentragao 5. As linhas azul clara e azul escura,
ambas paralelas ao eixo x, representam respectivamente, os valores minino (70%) e
maximo (120%) das taxas de recuperagao aceitaveis pelo Codex Alimentarius para a
analise de residuos de agrotoxicos. Note que de todas as substancias analisadas,
apenas o0 mirex apresentou valor de taxa de recuperagédo excedente a linha limite

maximo de 120%, o que impossibilitou sua validagdo no presente método analitico.

V. 3. Analise das Amostras de Leite Longa Vida

Concluida a validacdo do método analitico proposto, procedeu-se com as
analises das 20 amostras de leite longa vida. As referidas analises seguiram
rigorosamente as etapas descritas em detalhe no processo de determinagdo do

branco da matriz.
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Cada amostra foi analisada quanto a presenca de residuos de alfa-HCH,
HCB, beta-HCH, gama-HCH, delta-HCH, clorpirifés metil, clorpirifés etil, heptacloro,
heptacloro epéxido, clordano, o, p' — DDE, alfa-endosulfan, dieldrin, p,p' — DDE, o,p’
— DDD, endrin, beta-endosulfan, p,p' — DDD, o,p' — DDT, endosulfan sulfato, p,p’

DDT, dicofol, metoxicloro e mirex. Os resultados sao apresentados na Tabela 13.

Observou-se que das 20 amostras de leite longa vida analisadas, 10%
apresentaram residuos de p,p’ DDE variando de 0,009 a 0,015mg/kg, 50% residuos
de metoxicloro variando de 0,001 a 0,018mg/kg e em 75% foram detectados
residuos de clorpirifés etil entre 0,182 e 2,846mg/kg. As demais substancias

avaliadas apresentaram teores abaixo dos limites de quantificacdo do método
analitico utilizado.
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Tabela 13: Niveis de Organoclorados e Organofosforados em amostras de leite longa vida, 2005.

9¢

Agrotoxico
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
Alfa - HCH <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Hexaclorobenzeno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Beta - HCH <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Gama - HCH <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Delta - HCH <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Clorpirifés Metil <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Heptacloro <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
ALQrin <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Clorpirifés Etil 0,183 mg/kg | 1,800 mg/kg | 1,206 mg/kg | 0,827 mg/kg <LQ 0,797 mg/kg <LQ <LQ 0,823 mg/kg <LQ
Heptacloro Epéxido <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Clordano <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
o, p'- DDE <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Alfa - Endossulfan <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
DieLQrin <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
p,p' - DDE 0,015 mg/kg <LQ <LQ <LQ 0,009 mg/kg <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
o,p'- DDD <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Endrin <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Beta - Endossulfan <LQ <LQ <LQ <LQ <L <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
p,p' - DDD <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
o,p'- DDT <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Endossulfan Sulfato <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
p,p' DDT <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Dicofol <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Metoxicloro 0,004 mg/kg | 0,018 mg/kg | 0,012 mg/kg <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,013 mg/kg | 0,005 mg/kg
Mirex <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

< LQ=menor que o limite de quantificagao.




Tabela 13: Niveis de Organoclorados (OCs) e Organofosforados (OFs) em amostras de leite longa vida, 2005 (cont.).

LS

Agrotoéxico
A11 A12 A13 A14 A15 A16 A17 A18 A19 A20
Alfa - HCH <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Hexaclorobenzeno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Beta - HCH <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Gama - HCH <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Delta - HCH <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Clorpirifés Metil <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Heptacloro <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
ALQrin <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Clorpirifés Etil <LQ 0,182 mg/kg | 0,236 mg/kg | 0,360 mg/kg | 0,971 mg/kg | 0,158 mg/kg | 2,847 mg/kg | 0,461 mg/kg | 0,598 mg/kg 1,066 mg/kg
Heptacloro Epéxido <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Clordano <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
o, p'- DDE <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Alfa - Endossulfan <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
DieLQrin <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
p,p'- DDE <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
o,p'- DDD <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Endrin <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Beta - Endossulfan <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
p,p'- DDD <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
o,p'-DDT <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Endossulfan Sulfato <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
p,p' DDT <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Dicofol <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Metoxicloro <LQ <LQ <LQ <LQ 0,014 mg/kg <LQ 0,004 mg/kg | 0,001 mg/kg | 0,010 mg/kg | 0,009 mg/kg
Mirex <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

< LQ=menor que o limite de quantificag&o.




Varios paises tém se preocupado com o monitoramento de residuos de
agrotoxicos no leite de vaca, principalmente os OCs. Essas substancias apresentam
elevada lipossolubilidade, estabilidade quimica e pronunciada acédo residual,
podendo se acumular nos tecidos adiposos dos organismos vivos e serem
detectados no leite. Entretanto, os OCs tiveram seu uso proibido em fungao de suas
principais caracteristicas, anteriormente listadas. Consequentemente, foram
gradativamente substituidos pelos OFs, ndo menos toxicos do que os OCs, porém,
menos persistentes do que eles (SALAS et al., 2003; PAGLIUCA et al., 2004).

Poucos trabalhos de monitoramento de residuos de agrotoxicos em leite de
vaca vém sendo realizados no Brasil. Os primeiros estudos foram conduzidos pelo
Instituto Adolfo Lutz, nos quais Almeida e Barreto (1971) analisaram 17 amostras de
leite de vaca consumido na cidade de S&o Paulo. Foram detectados isémeros de
HCH em teores que variavam entre 0,005 e 0,007mg/kg em todas as amostras
analisadas. Entre os anos de 1997 e 1998, Ciscato et al. (2002) estudaram a
presenca de residuos de OCs em amostras de leite de vaca pasteurizado coletadas
no comeércio da cidade de Sdo Paulo. Os resultados das analises das 132 amostras
de leite mostraram que 0,76% apresentaram residuos de a — HCH (0,01mg/kg) e
10,6%, residuos de endosulfan (isbmeros a e ) (0,01mg/kg). Nao foram detectados

residuos de OFs , carbamatos e piretréides nas amostras analisadas.

A tabela 14 apresenta os resultados reportados por estudos de
monitoramento de residuos de agrotoxicos em amostras de leite realizados em
diversos paises. Os achados desses estudos comprovaram que embora os OCs
tenham sido proibidos na década de 70 na maioria dos paises, seus residuos

continuam sendo detectados no leite.
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Tabela 14: Residuos de agrotéxicos encontrados em amostras de leite de vaca

analisadas em diferentes paises.

Local Periodo Agrotéxicos Resultados Referéncia Observagoes
Estudado Encontrados (mg/kg)
Agra (India) - yepB—-HCH 0,048 KUMAR et al., Analise em leite
p,p*- DDE 0,055 2005. total
p,p- DDT 0,040
o,p’- DDT 0,01
Sé&o Paulo 1971 HCH 0,007-0,005 ALMEIDA & -
(Brasil) BARRETO, 1971.
S&o Paulo 1980 a,Bey—HCH 0,03-0,48 LARA et al., -
(Brasil) 1980.

Paso San Juan, - p,p’- DDE 0,018-0,039 PARDIO et al., Anadlise em leite
Medellin e o,p- DDT 0,026 2003. total
Tlalixcojan

(México)
Veracruz 1998-2001 8 —-HCH 0,087-0,106 WALISZEWSKI Andlise na
(México) p,p- DDT 0,037-0,078 et al., 2003. gordura do leite
p,p- DDE 0,033-0,051
Jaipur (India) 1993-1996 p,p- DDE 0,030-0,246 JOHN et al., Andlise em leite
aldrin 0,074-0,674 2001. total
heptacloro 0,52-1,442
heptacloro 0,066-0,617
epoxido
Sao Paulo 1997-1998 endosulfan 0,01-0,15 CISCATO et al., Analise na
(Brasil) a-HCH 0,01 2003. gordura do leite
Lusiania (india) 1999-2001 HCH (total) 0,001-0,98 BATTU et al., Analise em leite
DDT (total) 0,001-0,46 2004. total
Espanha - p,p’- DDE 0,003-0,538 MARTINEZ et al., Andlise na
DDT (total) 0,002-0,538 1997. gordura do leite
HCH (total) 0,002-0,0756
aldrin 0,0003
dieldrin 0,001-0,170
clordano 0,002-1,004
heptacloro (total) 0,013-0,536
Eslovénia 1994-1998 HCH (total) 0,003-0,008 CERKVENIK et Andlise na
lindano 0,003-0,023 al., 2000. gordura do leite
DDT (total) 0,007-0,091
Veracruz 1996 HCH (total) 0,093-0,094 WALISZEWSKI Analise na
(México) a—HCH 0,011-0,020 etal., 1997. gordura do leite
B—HCH 0,018-0,104
y- HCH 0,014-0,052
DDT (total) 0,049-0,159
o,p- DDT 0,044-0,014
p,p’- DDD 0,000-0,014
p,p-DDT 0,036-0,141
p,p*- DDE 0,060-0,018
HCB 0,006-0,019
a — endosulfan 0,006-0,010
B - endosulfan 0,006-0,010
Maharashtsa 1999 a—-HCH 0,001-0,006 PANDIT et al., Anadlise na
(india) B—-HCH 0,002-0,015 2002. gordura do leite
y - HCH 0,002-0,004 em po
5 —-HCH 0,002-0,002
HCH (total) 0,001-0,023
TDE 0,003-0,011
DDE 0,002-0,007
DDT 0,009-0,019
DDT (total) 0,014-0,027
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Tabela 14: Residuos de agrotéxicos encontrados em

analisadas em diferentes paises.(cont.)

amostras de leite de vaca

Local Periodo Agrotoxicos Resultados Referéncia Observagées
Estudado Encontrados (mg/kg)
Lucknow (India) - p,p- DDE 0,005-0,010 NIGAM & Andlise em leite
p,p- DDT 0,002-0,010 SIDDIQUI, 2001. total
o,p’- DDT 0,001-0,005
DDT (total) 0,014-0,033
a—HCH 0,028-0,089
B—-HCH 0,020-0,115
y—HCH 0,009-0,067
6 - HCH 0,004-0,009
HCH (total) 0,088-0,277
Italia - clorpirifés etil <0.02 PAGLIUCA et al., Analise em leite
acefato <0.1 2004. total
México - diclorvés 0.0146-0.2994 SALAS et al., Analise em leite
mevinfos 0.0160-0.0354 2003. total
forato 0.0481-0.1728
dimetoato 0.010-0.0161
disulfoton 0.0050-0.0170
parationa metilica 0.0068-0.0253
malationa 0.0190-0.0271
clorpirifés 0.0133
clorfenvinfés 0.0117-0.2063
Rio de Janeiro 2005 p,p- DDE 0,0085-0,0152 Presente estudo Anadlise na
(Brasil) metoxicloro 0,0005-0,0179 gordura do leite
clorpirifés etil 0,1822-2,8460 em po

Os isbmeros do agrotéxico DDT, encontrados nas amostras de leite
analisadas no presente estudo (p,p-DDE— 0,009 - 0,015mg/kg) também foram
detectados em outros paises como india, Espanha, México e Argentina. Martinéz et
al. (1997), na Espanha, analisaram a gordura de amostras de leite e encontraram
principalmente residuos de p,p-DDE na faixa de 0,003 - 0,538mg/kg, dentre os
isémeros do DDT. Os autores verificaram uma reducao na deteccao dos isbmeros
o,p’ nas amostras analisadas na Espanha. Comparando-se seus resultados com
outros estudos realizados nesse mesmo pais, Martinéz et al. (1997) notaram,
unicamente, a presenca de p,p-DDT e p,p-DDE e, atribuiram esse achado ao fato
de que os isbmeros p,p’ sejam quimica e metabolicamente mais estaveis do que os
isbmeros o,p’. A esse respeito, John et al. (2001) detectaram 0,030 - 0,246mg/kg de
residuos de p,p-DDE em amostras de leite total analisadas na india entre os anos
de 1993-1996. Nigam & Siddiqui (2001) analisaram nesse mesmo pais, amostras de
leite total e seus resultados mostraram a presenca de p,p-DDE (0,005 -
0,010mg/kg), p,p-DDT (0,002 - 0,010mg/kg) e o,p-DDT (0,001-0,005mg/kg). Ainda
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na India, estudo realizado em 1999 por Pandit et al. (2002), na gordura de amostras
de leite em po, reportou a presenga de DDE numa faixa de concentragao de 0,002 -
0,007mg/kg e de DDT entre 0,009 e 0,019mg/kg. Estudo publicado em 2005 por
Kumar et al. (india) revelou a presenca de p,p-DDE (0,055mg/kg); p,p-DDT
(0,040mg/kg) e o,p-DDT (0,01mg/kg) nas amostras de leite total analisadas. Os
achados desses estudos realizados na india confirmaram o uso atual de OCs,
especialmente de DDT, no combate a propagacdo de vetores transmissores de
doengas como malaria. No México, Waliszewski et al.(2003) realizaram estudos da
concentragdo de OCs na gordura de amostras de leite no ano de 1997 e entre os
anos de 1998 e 2001. Os achados desses estudos comprovaram uma diminuicao
significativa nas concentragdes dos isomeros do DDT nas amostras analisadas no
ano de 2001, se comparado aos anos anteriores. Tal fato foi atribuido a substituicao

dos inseticidas OCs por piretroides no combate a malaria, em 1999 no México.

Embora os isbmeros do agrotéxico HCH ndo tenham sido detectados nas
amostras analisadas no presente estudo, a maioria dos trabalhos relacionados,
inclusive os realizados no Brasil, os detectou em suas analises. Vale ressaltar que,
comparando-se os resultados obtidos nesses estudos, pode-se concluir que o nivel
de contaminacdo com OCs vem diminuindo ao longo dos anos. Ainda em 1997-
1998, o trabalho realizado por Ciscato et al. (2002) reportou baixos niveis de

residuos de HCH no leite, fato ndo observado no estudo atual.

Na analise da contaminacdo por metoxicloro no presente estudo, pudemos
constatar que os niveis de residuos variaram de 0,001 a 0,018mg/kg. Avaliando-se
criteriosamente os resultados apresentados na tabela 14, observa-se que nenhum
dos trabalhos citados reportou residuos dessa substancia nas amostras de leite
analisadas. Em estudo publicado por Bordet et al., em 2002. os autores reforcam a
importancia do uso de pelo menos 2 colunas com fases estacionarias de diferentes
polaridades ou o uso de um detector de massas para a clara identificacdo de
agrotoxicos a fim de se excluir dados falso-positivos provocados pela co-eluicdo de
compostos. Através de um estudo interlaboratorial de um método multiresiduo para a
determinacao de agrotéxicos OCs e piretréides bem como de bifenilas policloradas
(PCBs) em amostras de leite, peixes, ovos e gordura de carne,varios resultados nao
se apresentaram confiaveis posto que 7 laboratorios participantes reportaram
resultados positivos para determinada substancia em uma amostra de leite, que nao

havia sido adicionada a matriz. Dessa forma, foram solicitados a esses laboratérios
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os cromatogramas da amostra de leite analisada e, a avaliacdo detalhada indicou
um pico no tempo de retengdo da substancia suspeita, confirmando a necessidade
da injecdo das amostras em duas colunas cromatograficas diferentes ou o uso de
um detector de massas para a clara identificacdo de agrotoxicos. No estudo atual
realizou-se a identificacdo e quantificacdo das substancias de interesse através do
uso de um micro-detector por captura de elétrons com fonte radioativa de Ni ® e a
confirmagéo dos resultados foi obtida com o uso de um detector seletivo de massas,

assegurando assim, a confiabilidade de seus resultados.

Além de OCs, um agrotoxico OF, o cloropirifés etil, foi detecdado nas
amostras de leite analisadas no estudo atual. As concentragdes variaram de 0,182 -
2,846mg/kg. Salas et al. (2003) realizaram analises de amostras de leite total no
México quanto ao teor de OFs. Os resultados confirmaram a presenca de varios
OFs, dentre eles o clorpirifés etil (0,013mg/kg), Ainda a esse respeito, foram
confirmados residuos de clorpirifés etil (menos do que 0,02mg/kg) nas amostras de
leite totais analisadas na Italia (PAGLIUCA et al., 2004).

Avaliando-se os resultados do presente estudo com os demais listados na
tabela 14, pode-se observar que as concentragdes de clorpirifés etil aqui reportadas
para as amostras analisadas se encontraram em valores superiores aos reportados,
mas nao devem ser comparadas diretamente, uma vez que, a diferenca significativa
entre os valores detectados nas amostras analisadas e nos estudos realizados no
México e na Italia, deve-se principalmente a realizagdo de analise em gordura (no

estudo atual) e em leite total (nos outros dois estudos).

Cumpre mencionar que seu uso € autorizado nos paises onde foram
realizados os estudos. No México, os OFs sdo amplamente utilizados no combate a
ectoparasitas do gado e/ou em culturas que servem de alimentos para os animais
tais como milho, alfafa e soja. No Brasil, o uso é autorizado para algumas culturas
como café, cevada, algodao, batata, citros, feijao, maca, milho, pastagens, soja,
tomate e trigo; aplicagao no solo nas culturas de batata e milho; aplicagao direta nas
culturas de banana e aplicacdo no controle de formigas (ANVISA, 2005). O
clorpirifés etil € um agrotoxico clorofosforado e, assim como os OCs, tende a se
bioacumular ao longo da cadeia alimentar (PAGLIUCA et al., 2004). Dessa forma,
pode-se dizer que também ¢é constituido por propriedades lipofilicas e
consequentemente se acumula em tecidos ricos em gordura, sendo posteriormente

também excretados através da gordura do leite.
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A presenca desses OFs nas amostras de leite analisadas contrasta com a
opinidao de alguns autores que consideram que os OFs sdo metabolizados tao
rapidamente, que seus residuos s&o raramente observados no leite (BLUTHGEN &
HEESCHEN, 1997 apud SALAS et al., 2003). Os resultados encontrados no
presente estudo reforcam a importdncia e a necessidade do monitoramento de
residuos de OFs no leite, uma vez que essas substancias, acima dos LMR
permitidos, podem representar riscos para a saude dos consumidores,

principalmente para as criangas.

As analises de alimentos de origem animal como o leite sdo mais dificeis de
serem realizadas posto que se tratam de matrizes complexas, constituidas por uma
série de interferentes. Dessa forma, as etapas de extragao e purificagdo sao cruciais,
principalmente pelo fato dos OFs e OCs apresentarem estruturas quimicas e
propriedades fisicas diferentes (PAGLIUCA et al., 2004). Varios estudos utilizam
acido sulfurico no processo de limpeza dos extratos gordurosos uma vez que
permite a precipitagdo quantitativa da gordura e a degradacdo dos ésteres de
ftalatos que interferem na identificagdo cromatografica desses compostos,
permitindo assim, uma determinagdo mais acurada (WALISZEWSKI et al., 2003).
Entretanto, é sabido que muitos OCs, como o aldrin, sdo sensiveis ao tratamento
com acido sulfurico, o que pode acarretar baixas taxas de recuperagao dessas
substancias. Neste estudo optou-se pela purificagcdo dos extratos gordurosos das
amostras de leite através das duas etapas de limpeza conforme ja descritas no
método analitico (cromatografia por permeacdo em gel-Biobeads SX-3 e
cromatografia por adsorgcao-silica gel desativada) para evitar problemas na
identificacdo das substancias de interesse mais sensiveis ao tratamento acido,
embora ndo se tenha conseguido solucionar os inconvenientes referentes aos picos
de ftalatos, conforme visualizado nos cromatogramas dos testes realizados para a

escolha da fragao de trabalho na etapa de limpeza que envolvia a CPG.

Durante o estudo do intervalo de trabalho, no processo da validagdo do
método analitico, foi observada a auséncia de deteccdo do dicofol. Embora essa
substancia integrasse o grupo dos analitos a serem estudados, nao foi possivel
separa-la e identifica-la quando as solugdes intermediarias para a construgao da
curva de calibracdo eram injetadas no CG/uDCE, motivando uma pesquisa mais
aprofundada deste comportamento. O dicofol ainda apresenta uso permitido para

algumas culturas tais como maca, citros e algodao. Nessa etapa, observou-se que o
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“‘liner’ do injetor “recheado” com l|a de vidro impedia a detecgdo do dicofol sendo
substituido por um outro sem la de vidro. No teste, foi possivel identificar a
substancia e dar continuidade ao processo de validagado do método analitico. Dessa
forma, suspeita-se que a 1a de vidro retenha ou decomponha o dicofol. Porém, para
que tal fato seja comprovado cientificamente, faz-se necessaria a conducédo de

estudos futuros no sentido de evidenciar tal fato.

O presente estudo n&o € o primeiro a relatar dificuldades com a validacao de
um método analitico para a analise de dicofol em matrizes gordurosas como o leite.
Bordet et al. (2002), reportaram em estudo interlaboratorial, que o dicofol é
decomposto em altas temperaturas no injetor. Os 2 isbmeros do dicofol: o,p*-dicofol
ou 2,2,2-tricloro-1(2-clorofenil)-1(4-clorofenil) etanol e p,p*- dicofol ou 2,2,2-tricloro-
1,1bis(4-clorofenil) etanol s&o hidrolisados na presenca de luz ou de temperaturas
acima de 80°C em 2,4°- diclorobenzofenona ou 4,4'- diclorobenzofenona. Assim
sendo, muitos dos participantes nesse estudo, ndo apresentaram resultados para o
o,p-dicofol (7 dos 15 laboratorios participantes) e para o p,p-dicofol (9 dos 15
laboratorios participantes). A partir de tal constatagéo, todos os participantes foram
notificados para que as respectivas condigbes cromatograficas fossem ajustadas,
utilizando-se temperaturas mais baixas nos injetores. Porém, a variabilidade dos
resultados encontrados dificultou a interpretacdo e consequentemente o método

proposto para dicofol no leite, ndo pode ser validado.

A detecgdo de OCs nas amostras investigadas ressalta a importancia do
monitoramento visando o controle e assegurando a qualidade do alimento
consumido, embora a utilizagdo tenha sido proibida ha décadas e as monografias
que estabelecem os LMR no pais, canceladas. Sob essa observagao, a detecgao
nas amostras analisadas representa uma nao conformidade. Ressalta-se a deteccao
do clorpirifés etil na maioria das amostras (15 das 20 amostras) se considerando que
a ANVISA estabelece um LMR nao intencional de 0,01mg/kg em gordura de leite.
Essa substancia ainda apresenta uso permitido na aplicagao foliar nas culturas de
algodao, batata, café, cevada, citros, feijdo, maga, milho, pastagens, soja, sorgo,
tomate e trigo; aplicagao localizada na cultura de banana (saco para a protecéo do
cacho); aplicacdo no solo nas culturas de batata e milho e na aplicagado no controle
de formigas, apenas na isca granulada, conforme aprovagdo em roétulo e bula
(ANVISA, 2005).
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Concluindo, o presente trabalho demonstrou que o isolamento da gordura do
leite na investigagdo dos contaminantes OCs e OFs (clorofosforados), constitui em
etapa fundamental do processo. Como resultado, em contraste aos demais estudos
consultados na literatura nacional e internacional, estes analitos foram detectados
em concentragdes significativamente superiores aquelas permitidas pela ANVISA.
Por fim, a partir dos dados apresentados, constata-se que a otimizacao e a validagao
do método presente trouxeram uma perspectiva inovadora sobre a necessidade da
implantagdo de um programa de monitoramento de residuos de agrotoxicos em leite

de vaca e derivados consumidos pela populacao brasileira.
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VI. Conclusoées

Com base nos dados apresentados, pode-se concluir que:

os achados relatados quanto a sensibilidade do dicofol a 1a de vidro contida
em alguns ‘liners” atenta para o uso de ‘liners” revestidos internamente
exclusivamente com agentes silanizantes;

as concentragdes de alguns OCs reportadas no presente estudo, ressaltam a
importancia da existéncia de métodos analiticos sensiveis o suficiente para a
deteccdo de concentracdes infimas dessas substancias em alimentos, como
ora demonstrado ;

as concentragcdes de clorpirifés etil encontradas em valores superiores
aqueles estabelecidos pela ANVISA (0,01mg/kg) reforcam a necessidade do
monitoramento de residuos de OFs no leite, uma vez que essas substancias,
quando presentes em LMR acima dos permitidos, podem representar riscos
para a saude dos consumidores, principalmente as criangas;

o presente trabalho demonstrou que o isolamento da gordura do leite na
investigacdo dos contaminantes OCs e OFs (clorofosforados), constitui em
etapa fundamental do processo;

o0 método analitico desenvolvido e validado no presente estudo se mostrou
adequado para o que se propde, posto que todos os paradmetros estatisticos
avaliados se apresentaram em concordancia com o estabelecido pelos 6rgaos
reguladores como o Codex Alimentarius, o INMETRO e a ANVISA, para as
analises de residuos de agrotoxicos em alimentos;

o método de analise proposto apresentou sensibilidade e eficiéncia
adequados e necessarios para o monitoramento de residuos de agrotoxicos

em matrizes gordurosas como o leite.
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Anexos

Anexo A: Estruturas moleculares das substiancias analisadas

Substancia Estrutura Substancia Estrutura

Alfa - HCH Aldrin
Hexaclorobenzeno Clorpirifos Etil
Beta - HCH Heptacloro Ep6xido
Gama - HCH Clordano
Delta - HCH o, p'- DDE

Clorpirifés Metil Alfa - Endosulfan

Heptacloro Dieldrin
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Substancia

Estrutura

Substéancia

Estrutura

p,p' - DDE - Endosulfan Sulfato
B . B
Endrin - Dicofol
Beta - Endosulfan - Metoxicloro
p,p' - DDD - Mirex
o - | |
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Anexo B. Valores das varidaveis utilizadas para os calculos da linearidade dos

analitos de interesse.

Curva de Calibracao
1° Ponto | 1° Injecao | 27 Injecao | 37 Injeciao | Meédia Desvio Coeﬁlclente
Substancia : : : : V.“_(i_f v Variancia
pag/ml Area Area Area Area | Padrio — “:'c.‘;.
Alfa - HCH 00100 | 2880274 | 2571762 2544758 | 2688951 | 49527 1,91 2452896069
Hexaclorobenzeno 00100 | 2989656 | 28992079 3009885 [ 2997207 | 11046 037 122022634
Beta - HCH 0,0100 508014 5055745 518830 511140 6375 1,35 47310475
Gama - HCH 0,0100 1972071 2000032 2049508 [ 2007204 | 39213 195 1537696044
Delta - HCH 0,0100 402053 352755 426117 403642 [ 21725 538 471958657
Clarpirifds Metil 0,0100 455979 451201 470217 467132 5135 1,10 25399697
Heptacloro 00120 | 20011853 | 20255965 2079794 [ 2039205 | 35853 1.76 1285408497
Aldrin 01,0090 1974552 1991350 2031103 1999102 [ 28916 145 536110002
Clarpirifds Etil 0,0150 785402 520864 392043 832770 | 54303 652 2949354394
Heptacloro Epaxido | 00030 1478540 1475722 1516539 1490387 | 23003 154 528149339
Clordano 0,0105 488079 488325 533408 506937 | 23546 464 554434274
o, p'- DDE 0,0100 1100474 1094345 1127442 1107420 | 17605 159 310041512
Alfa - Endossulfan 0,0100 1433305 1427812 1472333 1444484 | 24274 168 589212650
Dieldrin 0,0100 1356718 1380952 1375107 1370936 | 12658 092 160235440
p.p' - DDE 00150 | 2046071 2030409 2089656 [ 2048712 | 19756 0,96 320312913
o,p' - DDD 0,0100 294139 978452 1001364 991318 1714 1,18 137207056
Endrin 0,0100 1073129 1082012 1133104 1096082 | 32365 2595 1047716796
Beta - Endossulfan | 0,0100 765942 773444 318673 7E6020 | 28526 363 513750134
p.p - DDD 0,0100 734073 BE0417 759968 728153 | 35151 483 1235623160
o,p - DOT 0,0100 782647 778013 333430 795030 | 30745 3,85 945235459
Endossulfan Sulfato | 0,0100 87069 92473 95932 95491 2615 2,74 BE37 444
pp DOOT 0,0150 B05315 518467 511979 511920 B575 1.07 43246357
Dicofol 00123 | B298970 | 6369625 BE75955 [ B514851 | 314714 483 99045212353
Metoxicloro 0,0100 220514 221865 2403811 227730 11349 4958 128790721
Mirex 0,0100 767007 7E1971 793474 774151 16923 2,19 286353732
Curva de Calibracao
2° Ponto | 1° Injecao | 2° Injegdo | 3° Injecao Média Desvio Coefilclente
Substancia - - : : V-ar(i: = Variancia
pg/ml Area Area Area Area | Padrio — O:hg‘
Alfa - HCH 00220 | 5567962 | 5603140 | 5718279 | 5B2E794 [ 7BOSE 1,37 5519157562
Hexaclorobenzeno | 00200 | 5715846 | 5738665 | 5882407 | 5778973 | 90300 1,56 154172674
Beta - HCH 00205 | 1028789 1028459 1053105 | 1036784 | 14135 1,36 199600345
Gama - HCH 00200 | 4250573 | 4266696 | 4372374 | 4296545 | 66161 1,54 4377212402
Delta - HCH 0,0200 946366 967816 1028025 950737 [ 42336 4,32 1792378251
Clorpirifés Metil 0,0200 936567 936034 939105 954035 [ 30375 3,15 922625762
Heptacloro 00250 | 3996523 | 3981088 | 4097751 4025216 | 63310 157 4005125336
Aldrin 00175 | 3744510 | 3752440 | 3823178 | 3773376 | 43312 1,15 1675950430
Clarpirifas Etil 00300 | 1659754 1652176 1684185 | 16865383 | 16724 1,00 278700837
Heptacloro Epdxido | 00160 | 2815805 | 2808223 | 2866023 [ 2830050 [ 31389 1,11 955277541
Clordano 0,0209 971581 952554 1003582 955805 16265 1,65 254565003
o, p'- DDE 00200 | 2089955 | 2120072 | 281885 | M30674 | 46927 220 2202142203
Alfa - Endossulfan 00200 | 2719853 | 2739057 | 2805764 | 2754891 | 45091 1,64 2033219564
Dieldrin 00200 | 2590614 | 2577486 | 2658364 | 2608621 | 43404 1,66 1833242961
pp - DDE 00300 | 3924216 | 3837579 | 400651651 3922652 | 54302 2,15 7106507253
o,p'-DDD 00200 | 1866087 1844111 1895041 1868413 | 25545 1.37 B52523932
Endrin 00205 | 2175674 | 2150185 | 2259648 | 2195168 | 57276 251 3280575361
Beta - Endossulfan | 00210 | 1545671 1522144 1600553 | 1556123 | 40236 258 1618920822
pp - DOD 00220 | 1366945 1346412 1434018 | 1382458 | 45817 3,31 2099200442
o,p' - DOT 00z00 | 1516212 1508659 1581676 | 1535516 | 40154 262 1612344232
Endossulfan Sulfato | 0,0210 234155 237545 238646 236753 2338 029 a471019
p.p DDT 00300 | 1355519 1319650 1363767 | 1346312 | 23455 1.74 550154059
Dicofol 00245 | 13825411 | 12976433 | 13358714 [ 13386853 | 425188 3,15 1807847458542
Metoxiclorg 0,0Z00 488994 474872 530927 495264 [ 29155 585 5459995066
Mlirex 00200 | 1506235 1469335 1569198 [ 1511590 | 45170 259 2040325296
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Curva de Calibracao

3° Ponto | 17 Injegao | 27 Injecdo | 3° Injecao Media Desvio Coefilcleme
Substancia : - - : V'il'(i:g’io Variancia
pg/ml Area Area Area Area Padrio : 0:_0 -
Alfa - HCH 00450 | 12251903 | 12360868 | 12601872 [ 12371548 | 126326 1.01 1570BBEE700
Hexaclorabenzena 00400 | 11202599 [ M277256 | 11412060 [ 11297306 [ 106160 024 11265949431
Beta - HCH 00410 2004665 2035955 2062826 2035453 29236 1,44 ga4732199
Gama - HCH 0,0400 9135251 9271522 9373708 9261161 118070 127 13940635362
Delta - HCH 0,0400 2267161 2316939 2375240 2319780 4095 233 2926321021
Clorpirifas Metil 00410 1914616 1957587 1994970 1955728 40210 206 1616612134
Heptaclora 0,0500 7012499 8007963 9116132 7976065 | 1530594 1,93 23603284424
Aldrin 0,0350 7390030 7400145 7ob20eE2 74776E7 ohde 1,16 7473997097
Clarpirifds Etil 0,0530 370237 Je477E IV0E255 3708073 1276 1,65 F7ad4714214
Heptacloro Epdxida | 00320 5410700 5510726 85323 5491550 731N 1,33 5354000202
Clardana 0,0420 17926585 1885133 1902804 1860275 9023 317 3453754500
o, p'- DDE 0,0400 4013179 4105060 4141698 4056646 BE209 162 4353599094
Alfa - Endossulfan 0,0400 5297772 5405966 S4645595 5390545 ga0v2 1,58 72372656589
Diieldrin 0,0400 4961273 a0353M 5145953 alE4156 94145 1,86 BE63539001
pp'- DDE 0,0550 74E5365 Ji74145 721035 7EIIS1T | 181763 2,36 J3045236674
op' - DDD 0,0400 J072ET 3497755 3529675 3475240 E3486 1,683 4030419579
Endrin 00410 3965501 4175415 4251009 4131742 | 146085 354 21340855545
Beta - Endossulfan | 0,0420 2903332 J01E513 J06Z7ES 2994305 2065 274 B734734192
pp'- DDD 0,0440 2652134 2761190 2794352 27026589 | 131323 4 56 17245614817
op' - 00T 0,0400 2723170 206E6E27 2905565 2034122 93597 3,30 B7E0476122
Endossulfan Sulfato [ 00420 520309 541424 49455 537064 15056 240 226675430
pp' DOT 0,0550 263821 2725782 2774168 21272 E5314 254 4749093262
Dicofol 00460 | 26633080 [ 28869645 | 27852649 [ 27786791 [ 1117239 402 1245223511500
Metoxicloro 0,0400 906378 991466 1026420 974955 51409 5,30 3710658957
Mirex 0,0400 2710261 2873356 2892540 2826396 | 100165 355 10033712530
Curva de Calibracao
4° Ponto | 1° Injecdo | 2° Injecdo | 3° Injecio Média Desvio el Sule
Substancia - - - - an';l:-;iio Variancia
pag/ml Area Area Area Area Padrao m
Alfa - HCH 00904 | 26820611 2BE7A545 | 27367221 27054226 | 2816815 1,04 79421530705
Hexaclorobenzeno 00799 | 21971683 [ 21956748 | 22228116 [ 22061182 [ 142170 054 20212423856
Beta - HCH 00829 J550652 3542125 39035551 3865563 3459 057 1119526564
Gama - HCH 00754 | 19755448 [ 19812238 | 20152358 [ 199066582 | 214549 1,05 46074138877
Dielta - HCH 00782 5657607 5731274 GO04573 57597553 182564 315 33439342016
Clorpirifas Metil 0,081 J5EE575 3554293 J9E2169 391501 B7273 172 4525702184
Heptacloro 00929 | 16214545 | 161583696 | 16383006 [ 16260ME | 107231 05& 11509207570
Aldrin 007053 | 14962854 [ 14843019 | 15137628 [ 15014500 [ 107052 0,71 114686735630
Clorpirifas Etil 0,1053 7778005 727N 7810172 FI71963 41561 053 1727336474
Heptacloro Epdxido | 00633 | 10710403 | 10696551 10865571 10757787 935931 057 8522958565
Clordano 00837 FH3E115 FEL7410 FEETLA2 FR40592 29557 083 878370126
o, p'- DDE 00773 7794401 7688375 783841 77372 77125 059 5845199012
Alfa - Endossulfan 00737 | 10568218 [ 10490572 | 10655713 [ 10855713 g2557 77 FE15723370
Dieldrin 0,0794 9974757 10017863 | 10251597 [ 10051406 [ 145955 145 22185349265
pp' - DDE 00107 | 15192335 [ 14885274 | 15269782 [ 15160465 [ 144566 056 20956216545
o,p' - DDD 0,0803 B425931 E351233 E470150 B415771 EO106 054 IE1L727342
Endrin 0,022 8118755 go0zmy 8123560 8051444 55525 085 4737258253
Beta - Endossulfan | 0,0841 ARH1352 AE25720 5804414 5707495 85540 155 8055244517
pp' - DDD 0,08M 5478154 5375303 54035793 5419085 53102 058 28198513
op' - DOT 00773 5270137 5216604 5201327 5265355 38510 073 1483054153
Endossulfan Sulfato | 0,0832 1209745 1212065 1236545 1219855 14862 1,22 220851860
pp DOT 0,1100 5570070 5451064 5524946 5515360 G0079 1,09 JE09525556
Dicofol 00920 | 55061147 [ &1771992 | A4361010 [ 53731383 [ 1732616 322 J001967772853
Metoxiclaro 00807 1869172 1821574 1826336 1835794 2R365 143 525113524
Mirex 00802 5240165 5111415 5232475 5184555 72216 1,39 5215203700

80




Curva de Calibra

ao

5 Ponto | 19 Injecde | 2° Injecdo | 3° Injecdo Meédia Desvio Coefilcleme
Substincia - - : : ‘.hr;-f 30 Variancia
pg/ml Area Area Area Area Padrao . ":'o‘;t
Alfa - HCH 01807 | 58909490 | 58850777 | 59532182 | 50057483 | 377603 054 142584219543
Hexaclorobenzena 01595 | 44654647 | 44455666 | 449258065 [ 44555040 | X22953 050 497058247541
Beta - HCH 01544 7457633 7E05543 75B0BE0 7E2577Y 48575 055 23IFHT25586
Zarma - HCH 015658 | 43115240 [ 43150755 | 43688060 [ 43318252 | 320736 0,74 102871673609
Delta - HCH 01564 | 14572847 [ 14677298 | 15056158 [ 14765768 | 254308 172 F4572693011
Clorpirifas Metil 0,1642 F747580 779EE 7902503 7E15573 79182 1.01 B265770312
Heptacloro 01858 | 34632873 [ 34710805 | 34694307 [ 34675328 410685 0,12 1686619435
Aldrin 0146 | 31218119 [ 3173939 | 31488740 [ 31326933 | 142882 045 20415177940
Clorpirifas Etil 0127 | 14621865 [ 14601453 | 147818065 [ 14665377 95761 0gE? 9753761454
Heptacloro Epdxido | 01266 | 21744161 2176095934 | 21945394 [ 21516496 | 111907 051 12623153236
Clordano 0,1675 7050453 7053505 7165614 71133 46427 054 2063533059
o, p'- DDE 015558 | 15797895 [ 15761411 15958367 | 15832224 [ 104781 05 10979001529
Alfa - Endossulfan 01474 | 22414061 22IIETE | ZUBRRETE [ 22457605 | 145113 055 21349052955
Cieldrin 01569 | 20782806 [ 20712838 | 20044784 [ 20813476 | 118976 057 1415623404
pp' - DDE 02214 | 30589333 [ 30367980 | 31073604 [ 30676972 | 360833 1,18 130236796204
o,p'-0DD 01617 | 12002771 1916628 | 12151107 [ 12023502 | 115606 059 14067431131
Endrin 01644 | 16149531 16070603 | 16532714 [ 16253303 | 251184 155 B3053364932
Beta - Endossulfan | 01682 | 11183060 | 11150217 [ 11432125 | 11255134 | 154156 1,37 23764026225
p,p'- ODD 017682 | 11230051 11163664 | 11568441 11317385 | 220750 195 45730454266
op - DOT 01545 | 10019995 9944933 10221080 | 10082004 | 142784 142 20557182106
Endossulfan Sulfato | 0,1664 27525942 2794778 2811247 2786322 30055 1,08 903491930
pp' ODT 027200 | 11492796 [ 11377674 | MB37A13 [ 11602728 | 130104 1,13 169270581082
Dicofol 0,1840 | MB001875 [ 107454864 | 117320514 [ 113602418 | 53358325 4,70 25503049351492
Metoxicloro 10,1615 3556465 3476385 J6E7235 F643363 51450 1.74 779765504
Mire 01504 9744582 9541155 Se7 0627 H7EE455 173350 177 30050730057
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