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Resumo 
 

A presença de agrotóxicos, especialmente dos organoclorados (OCs), em 

alimentos gordurosos como o leite, deve-se à lipofilicidade e ao elevado poder 

residual. São substâncias persistentes que podem ser encontradas no meio 

ambiente e nos alimentos em concentrações variáveis colocando em risco a saúde 

da população. Em conseqüência, seu uso e produção foram proibidos há décadas. 

O presente estudo propõe uma metodologia para o monitoramento de resíduos de 

agrotóxicos OCs em leite longa vida (UHT/UAT) visando o controle da exposição da 

população geral a estes contaminantes através da alimentação. 

Desenvolveu-se um método analítico para a identificação e quantificação de 

OCs no leite, o qual foi validado de acordo com os parâmetros estatísticos para a 

validação de métodos de ensaios químicos preconizados pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e 

Qualidade Industrial (INMETRO) e pelo Codex Alimentarius. Foram estudadas 25 

substâncias constituídas por 23 OCs e 2 organofosforados (OFs) (clorpirifós metil e 

clorpirifós etil). Todos os analitos apresentaram faixa de trabalho linear e coeficientes 

de correlação linear (r) entre 0,9948 e 0,9999. Os limites de detecção (LD) e de 

quantificação (LQ) se encontraram entre as faixas de 0,0002 - 0,0007mg/kg e 0,001 - 

0,002mg/kg, respectivamente. As taxas de recuperação variaram entre 77 e 115% e 

os coeficientes de variação (CV%), entre 3,5 e 20,7%. 

 Observou-se que, das 20 amostras de leite longa vida analisadas, 10% 

apresentaram resíduos de p,p` DDE (0,009 - 0,015mg/kg), 50% apresentaram 

resíduos de metoxicloro (0,001 - 0,018mg/kg) e 75% apresentaram resíduos de 

clorpirifós etil (0,182 - 2,846mg/kg). Vale atentar que os OCs, como o p,p` DDE e o 

metoxicloro foram proibidos há décadas e as monografias dessas substâncias que 

estabelecem os limites máximos de resíduos permitidos (LMRs) em alimentos, no 

país, foram canceladas. A ANVISA estabelece LMR não intencional de 0,01mg/kg 

para o clorpirifós etil na gordura do leite. 

 Os dados do presente estudo indicam, portanto, a necessidade da 

implantação de um programa de monitoramento de OCs e OFs em leite longa vida, 

visando a minimização da exposição da população a estas substâncias. O método 

analítico aplicado se mostrou eficiente e confiável. 
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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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I. Introdução 
 

 

A preocupação acerca do uso de agrotóxicos, especialmente da classe dos 

OCs, nas atividades agrícolas e a conseqüente contaminação de gêneros 

alimentícios como o leite, impõe o desenvolvimento de ações para o controle e o 

estabelecimento de níveis de segurança de substâncias tóxicas nesse alimento, foco 

deste estudo.  

Ao longo dos anos, o homem vem desenvolvendo métodos para controlar 

vertebrados, invertebrados e microorganismos que ameaçam a produção agrícola e, 

conseqüentemente, o suprimento de alimentos para os diversos níveis tróficos da 

cadeia alimentar. Acredita-se que a batalha do homem contra essas pragas tenha 

sido iniciada com a utilização de barro e pó espalhados em seus corpos a fim de 

repelir insetos sugadores e picadores. A história também não nos conta exatamente 

quando substâncias químicas começaram a ser utilizadas com finalidades 

agrotóxicas. Provavelmente, o enxofre queimado tenha sido a primeira substância 

usada com esse propósito. 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 início do século XIX o arsenal de substâncias utilizadas para o 

combate às pragas ainda era restrito, sendo limitado aos compostos a base de 

arsênico, frações do refino de petróleo, nicotina, piretro, rotenona, enxofre, gás 

cianídrico, dentre outros. No século XX, a II Guerra Mundial deu início à era das 

substâncias químicas sintéticas através da introdução de um novo conceito em 

controle de pragas: o dos agrotóxicos orgânicos sintéticos, dentre os quais se 

destaca o diclorodifeniltricloroetano (DDT) (MÍDIO, 1974). 

Os agrotóxicos são definidos como produtos e componentes de processos 

físicos, químicos ou biológicos destinados ao uso nos setores de produção, 

armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na 

proteção de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também 

em ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a 

composição da flora e da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de seres 

vivos considerados nocivos, bem como substâncias e produtos empregados como 
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desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 

1989). Dentre as classificações que recebem, são categorizados com relação à 

finalidade a que se destinam ou segundo os tipos de praga que combatem. Quanto à 

finalidade de uso, encontram-se subdivididos para o uso na agricultura (defensivos 

agrícolas, defensivos químicos e/ou agrotóxicos), na erradicação de vetores 

transmissores de doenças contagiosas (agentes fitossanitários) e no uso doméstico 

(agrotóxicos domissanitários). Já quanto aos tipos de pragas que combatem são 

subdivididos para o uso nos animais invertebrados (insetos - inseticidas, ácaros - 

acaricidas, nematóides - 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) (MÍDIO & MARTINS, 2000). 

Cumpre mencionar que não se dispõe de substâncias agrotóxicas 

completamente seletivas às pragas. Como conseqüência, o homem e demais 

vertebrados são também susceptíveis aos seus efeitos deletérios. Em virtude da 

seletividade parcial dessas substâncias, contaminam grande parte da superfície 

terrestre. As principais rotas pelas quais os OCs atingem culturas, solo, água e 

gêneros alimentícios compreendem a aplicação para o controle de pragas nas 

plantações; a lixiviação para os lençóis freáticos; o transporte para campos 

adjacentes; a transferência do solo para as culturas em crescimento; o descarte em 

córregos, rios e lagos e os efluentes de indústrias de agrotóxicos (MUKERJIE & 

GOPAL, 1996). 

Os agrotóxicos comercialmente disponíveis podem ser classificados quanto à 

persistência no meio ambiente em: não persistentes ou ligeiramente residuais 

(agrotóxicos organofosforados - OFs, carbamatos e piretróides); em moderadamente 

persistentes ou moderadamente residuais (agrotóxicos derivados da uréia) e em 

persistentes ou altamente residuais (agrotóxicos organoclorados - OCs). A 

persistência é uma característica intrínseca dessas substâncias sintéticas e está 

relacionada ao tempo necessário para que 75 a 100% da substância sejam 

degradadas no local de aplicação. Dessa maneira, para substâncias classificadas 

como persistentes ou altamente residuais como os OCs, são necessários períodos 

de 2 a 5 anos para que não sejam mais detectadas, ao passo que aquelas 

classificadas como não persistentes ou moderadamente persistentes são 
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indetectáveis no sítio de aplicação após 1 a 12 semanas e 1 a 18 meses, 

respectivamente (MENZER, 1991). 

Além da persistência e da meia vida longa dos OCs, outras características 

contribuíram para a contaminação do ar, da água e do solo com seus resíduos. 

Dentre elas, vale apontar seu uso extensivo e indiscriminado, sua estabilidade 

química e a inexistência de enzimas catalisadoras das reações de quebra e 

conjugação dos OCs. Como resultado, observou-se a bioacumulação de OCs em 

mamíferos, como as vacas, quando alimentados por ração/pasto contaminados com 

estas substâncias. Cumpre citar que a contaminação de mamíferos é facilitada pela 

elevada lipossolubilidade dos OCs, já que eles são primeiramente armazenadas nos 

tecidos ricos em gorduras e subseqüentemente translocados e excretados no leite 

(PANDIT et al., 2002; LACKMANN et al., 2004). Além disso, são substâncias que se 

biomagnificam ao longo da cadeia alimentar. Dessa forma, a transferência para o 

feto ocorre durante o período pré-natal, e o leite, devido ao seu alto conteúdo 

lipídico, configura uma rota de eliminação de OCs de grande relevância 

(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 Análise de 

Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos de Origem Animal (PAMVet) 

quanto à presença de resíduos 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; α - 

endosulfan; β - endosulfan; endrin; HCB; α - HCH; β - HCH; γ - HCH; δ - HCH; 

heptacloro; heptacloro exo epóxido; metoxicloro e mirex), para que medidas de 

controle possam ser implementadas pelos órgãos nacionais competentes.  
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II. Aspectos Gerais 

 
 

II.1.O Leite e seu Valor Nutritivo 
Estudos nutricionais realizados na primeira metade do século XX mostraram 

que os produtos de origem animal são de grande relevância para a saúde pelo valor 

nutritivo para os seres humanos. O leite, em especial, ocupa uma posição única 

dentre muitos alimentos, principalmente pelo fato de representar o alimento 

exclusivo para o homem e para todos os animais mamíferos durante a primeira fase 

de vida. Apresenta, ainda, os nutrientes necessários ao crescimento e 

desenvolvimento de organismos jovens, tais como concentrações suficientes de 

proteínas e minerais, como descrito na Tabela 1. Ademais, o leite e seus derivados 

são 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 nutrição adulta, suprindo as 

necessidades nutricionais do organismo de modo tal que dificilmente se atingiria com 

outra fonte alimentar (MAIJALA, 2000).  
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Tabela 1: Composição Nutricional do Leite Integral 

Principais 
Componentes 

% Sub-componentes 
Sub sub 

componentes 

Água 86,8 - 
Vitaminas 

hidrossolúveis (B e C) 

Lactose 4,8 
Galactose 

Glucose 
- 

Gordura 4,4 

Ácidos graxos 

Glicerídeos 

Fosfolipídeos 

Esteróides 

Vitaminas 

Mono, di e tri 

Lecitina 

Colesterol 

 

A, D, E e K 

Proteína 3,3 

Caseína (60%) 

Proteínas de soro de leite 

(20%) 

 

Microproteínas 

 

β - lactoglobulina, α- 

lactoalbumina, 

imunoglobulina 

Enzimas e hormônios 

Minerais Traços 

Macro mineral 

 

Micro mineral 

Ca, P, K, Cl, Na, Mg 

Zn, Cr, I, F, Fé, Cu, Co, 

Mn 

Outros Traços Elementos traços 
Hormônios, enzimas, 

dentre outros. 

Fonte: Maijala, 2000. 

A partir de 1962, com o advento da técnica da ultrapasteurização (Ultra Alta 

Temperatura – UAT) que submete o leite a uma temperatura de 130ºC a 150ºC por 

um período de 2 a 4 segundos e resfriamento rápido, o leite conhecido como leite 

longa vida passou a ser o tipo mais consumido pela população brasileira. Trata-se 

de um produto totalmente isento de bactérias que possui envases assépticos e que 

pode ser armazenado por um período de até um ano em temperatura ambiente. 

Associado a isso, existe o fato de que ele é acondicionado em embalagens de 

grande praticidade (TetraPack). Atualmente, as prateleiras dos estabelecimentos 

comerciais estão quase que exclusivamente ocupadas por embalagens de leite 

longa vida. Segundo a Associação Brasileira de Leite Longa Vida - ABVL, em 

algumas regiões como o Grande Rio, o consumo de leite UAT já ultrapassou 70% do 

consumo total de leite na região (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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Mercado Total de Leite Fluido em 1990

95,6%

4,4%

Outros Tipos de Leite Leite Longa Vida

 

Mercado Total de Leite Fluido em 2004

26,5%

73,5%

Outros Tipos de Leite Leite Longa Vida

 

Figura 1: Mercado total de leite fluido no Rio de Janeiro nos anos de 1990 (A) e 2004 

(B). Fonte: ABLV, 2005. 

 

Diversos países como Brasil, Índia e México realizaram estudos acerca da 

contaminação do leite de vaca por resíduos de OCs, sendo que traços desses 

contaminantes foram detectados no alimento (ALMEIDA & BARRETO, 1971; LARA 

et al., 1980; MARTINÉZ 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 à estimativa de que são consumidos cerca de 130 litros de leite per 

capita ao ano, reforçam a necessidade de um monitoramento e controle da presença 

de OCs no leite longa vida, objetivando a qualidade do alimento e a garantia da 

saúde da população (VILELA, 2003). 

 
II.2. Características dos Agrotóxicos Organoclorados (OCs) 

Especialmente os inseticidas OCs, constituíram-se a classe de agrotóxicos 

amplamente utilizada em função de sua eficácia e persistência. Entretanto, o 

potencial toxicológico dessas substâncias é devido, além do poder de 

bioacumulação nos organismos vivos, às suas propriedades físico-químicas e 

farmacológicas. Embora esta seja uma classe de compostos que diferem entre si 

quanto às suas estruturas químicas básicas (Tabela 2) e propriedades físico–

químicas (Tabela 3), estes preservam algumas características comuns. Dentre elas, 

lista-se: i) são derivados de hidrocarbonetos; ii) são solúveis em óleos, gorduras e 

solventes orgânicos (log kow); iii) são persistentes e apresentam elevado poder 

residual, iv) são neurotóxicos para o homem e demais animais vertebrados (MÍDIO, 

1974). 

A B
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Tabela 2: Características dos Agrotóxicos Organoclorados 

Classe 
Exemplos de 
Compostos 

Composição 

Derivados do Difeniletano 

DDT 

 

 

Metoxicloro 

Dicofol 

DDT (o, p`- DDT: 14,9%; p,p`- 

DDT: 77,1%; o,p`-DDD: 0,1%; 

p,p`- DDD: 0,3% e impurezas: 

3,5%). 

Derivados dos Ciclodienos e 

Compostos relacionados 

Clordano 

 

 

 

Endolsulfan 

 

Heptacloro 

Aldrin 

Dieldrin 

Endrin 

Toxafeno 

Clordano (α e γ – clordano/ 8 

Cloros; cis e trans nonacloro) e 

oxyclordano (8 cloros). 

 

Endosulfan (α e β – endosulfan: 

64-67% e 29-32% 

respectivamente). 

Heptacloro (8 cloros) e Heptacloro 

Epóxido (7 cloros). 

Outros Hidrocarbonetos 

Clorados 

Hexaclorobenzeno (HCB) 

Hexaclorociclohexano (HCH) 

 

Mirex (Dodecloro) 

 

HCH técnico (α – HCH: 55-80%; 

β – HCH: 5-14%; γ – HCH: 8-15%; 

δ – HCH: 2-16%; ε – HCH: 3-5%). 

Fonte: Mídio & Martins, 2000; Ecobichon, 2001; D`Amato et al., 2002. 
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Tabela 3: Propriedades Físico-Químicas dos Agrotóxicos Organoclorados 

Nome Fórmula 
Molecular 

Ponto de 
Fusão 

Pressão de 
Vapor log Kow Solubilidade Estabilidade 

HCH 

Gama-HCH 
C6H6Cl6 

112.5-
113.5ºC 

5.6 mPa a 
20ºC 3,3 

Solúvel em água a 
25ºC, 7.3 mg/l. 

Solúvel em 
acetona, metanol, 

tolueno, acetato de 
etila, ciclohexano e 

outros. 

Extremamente 
estável à luz, em 

temperaturas acima 
de 180ºC e em 

ácidos. 

HCB C6Cl6 226ºC 1.45 mPa a 
20ºC 

3,03 – 
6,42 

Praticamente 
insolúvel em água. 

Solúvel em 
benzeno, 

clorofórmio, éter 
dietil. 

Muito estável até 
mesmo em álcalis e 

ácidos. 

Heptacloro C10H5Cl7 
95-96ºC 

(puro); 46-
74ºC 

(técnico) 

53 mPa a 
25ºC 4,40 – 5,5 

Praticamente 
insolúvel em água. 
Solúvel em muitos 

solventes 
orgânicos como 

acetona, benzeno, 
ciclohexano e 

outros. 

Estável à luz do dia, 
ao ar, à umidade e 
ao calor moderado 
(acima de 160ºC). 

Susceptível a 
epoxidação. Lenta 

perda de hidrogênio 
e cloro em meio 

alcalino 

Aldrin C12H8Cl6 
104-

104.5ºC 

7.5 x 10-5 
mmHg a 

20ºC; 1.4 x 
10-4 mmHg a 

25ºC 

5,17 – 7,4 

Solúvel em água a 
27ºC, 27µg/l, 

moderadamente 
solúvel em óleos 

de petróleo. 
Solúvel em 

acetona, benzeno 
e xileno. 

Estável ao calor, aos 
álcalis e aos ácidos 

fracos. 

Clordano C10H6Cl8 

Isômero 
cis: 106-
107ºC 

Isômero 
trans: 104-

105ºC 

1.3 mPa a 
25ºC (puro) 

61 mPa a 
25ºC 

(técnico) 

6,0 

Em água a 25ºC, 
0.1mg/l. Miscível 
na maioria dos 

solventes 
orgânicos. 

Decomposto por 
álcalis, com a perda 

de um cloro. Sob 
irradiação UV, 

ocorre mudança na 
estrutura e no 

conteúdo de cloro. 

DDT C14H9Cl5 
108.5-
109ºC 

0.025 mPa a 
20ºC (p,p`-

DDT) 

4,89 – 
6,914 

Praticamente 
insolúvel em água. 

Solúvel em 
solventes 

aromáticos e 
clorados; 

moderadamente 
solúvel em 
solventes 

orgânicos polares e 
óleos de petróleo. 

p,p`-DDT sofre 
desclorinização em 
soluções alcalinas e 

em temperaturas 
acima do ponto de 
fusão, em DDE. É 

geralmente estável a 
oxidação. 

Dieldrin C12H8Cl6O 175-176ºC 

3.1 x 10-6 
mmHg a 

20ºC; 5.4 x 
10-6 mmHg 

a 25ºC 

3,69 – 6,2 

Solúvel em água a 
25-29ºC, 0.186 

mg/l. Solúvel em 
acetona e em 

solventes 
aromáticos. 

Estável aos álcalis, 
aos ácidos fracos e 

à luz. 

Endrin C12H8Cl6O 226-230ºC 
2 x 10-7 
mmHg a 

25ºC 

3,21 – 
5,34 

Insolúvel em água. 
Solúvel em 

acetona, benzeno, 
álcoois e 

hidrocarbonetos de 
petróleo. 

Estável aos álcalis e 
aos ácidos 

 

 



 

 9

Tabela 3: Propriedades Físico-Químicas dos Agrotóxicos Organoclorados (cont.) 

Nome Fórmula 
Molecular 

Ponto de 
Fusão 

Pressão de 
Vapor log Kow Solubilidade Estabilidade 

Endosulfan C9H6Cl6O3S 

109.2ºC (α- 
endosulfan 

puro); 
231.3ºC (β- 
endosulfan 
puro); 70-

100ºC 
(técnico) 

1.2 Pa a 
80ºC (não 

determinável 
em 

temperatura 
ambiente) 

3,83 

Em água a 
22ºC, 0.32 mg/l. 
Em acetato de 

etila, 
diclorometano, 
tolueno, etanol 

e hexano (todos 
em g/l a 20ºC) 

Estável à luz solar. 
Hidrolisado lentamente 
em ácidos aquosos e 

álcalis, com a formação 
de diol e dióxido de 

enxofre. 

Dicofol C14H9Cl5O 78.5-
79.5ºC 

Insignificante 
em 

temperatura 
ambiente 

5,02 

Em água a 
25ºC, 0.8mg/l. 
Em acetona, 

acetato de etila, 
tolueno, 
metanol, 
hexano, 

isopropanol. 

Estável em ácidos, mas 
instável em meios 

alcalinos. Termoestável. 

Metoxicloro C16H15Cl3O2 

89ºC 
(técnico 
88-90%: 

77ºC) 

Muito baixa 4,18 

Em água a 
25ºC, 0.1 mg/l. 
Extremamente 

solúvel em 
solventes 

aromáticos, 
clorados e 
cetônicos e 

óleos vegetais. 

Estável aos agentes 
oxidantes e à irradiação 

UV 

Mirex C10Cl12 485ºC 3 x 10-7 mm 
Hg a 25ºC 5,28 

Insolúvel em 
água. Solúvel 

em vários 
solventes 

orgânicos como 
clorofórmio e 

benzeno. 

Extremamente estável 

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

As estruturas moleculares das substâncias investigadas encontram-se no 

Anexo A. 

 

II.3. Propriedades Toxicológicas e Farmacológicas dos Agrotóxicos da Classe 
dos Organoclorados 

II.3.1. Aspectos Toxicológicos dos OCs  

Como discutido previamente, as propriedades físicio-químicas e 

farmacológicas dos OCs conferem a eles marcada toxicidade. Além disso, a 

biotransformação dos OCs é extremamente lenta, em parte por suas estruturas 

complexas constituídas de anéis aromáticos e do número de cloros substituintes. 

Esses últimos são extremamente difíceis de serem retirados através dos processos 
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enzimáticos disponíveis no organismo humano. A depuração desses agentes ocorre 

lentamente, num período de semanas no caso do clordano e num período de meses 

a anos para o aldrin/dieldrin, DDT e outros (CRAAN & HAINES, 1998; DELORME et 

al., 1999). 

Efetivamente, são observados diversos efeitos adversos nos seres humanos 

decorrentes da exposição crônica aos agrotóxicos OCs. Se classicamente o principal 

sítio de toxicidade dos OCs é o sistema nervoso, outros alvos têm sido investigados. 

Nesse contexto, destaca-se a indução de desregulação endócrina por OCs, 

principalmente afetando o sistema reprodutor humano. Por outro lado, há relatos, 

embora ainda controversos, que correlacionam a exposição aos OCs à 

carcinogênese, à alteração no desenvolvimento, à genotoxicidade e à 

imunotoxicidade. 

No sistema nervoso, a avaliação comparativa entre os eventos elétricos de 

neurônios normais e de neurônios “envenenados” por DDT, substância OC derivada 

do difeniletano, revela a ocorrência da prolongação da fase de declínio do potencial 

de ação (pós-potencial negativo). A membrana do neurônio permanece parcialmente 

no estado despolarizado e se torna extremamente sensível à despolarização 

induzida por pequenos estímulos. Dessa forma, a exposição ao DDT promove 

estímulos sucessivos dos neurônios sensoriais periféricos através de toque ou som, 

causando tremores generalizados (JOY, 1994). Matsumura (1985) descreve alguns 

mecanismos responsáveis pelos efeitos referidos: Nos neurônios, os OCs 

comprometem a repolarização da membrana excitada por diminuir a permeabilidade 

da mesma aos íons 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 Ca2+ - ATPase, que desempenham papel 

vital na repolarização neuronal. Por fim, na fibra pré-sináptica, inibem a exocitose de 

neurotransmissor para a fenda sináptica por comprometer a formação do complexo 

Ca2+-calmodulina. Os derivados dos ciclodienos, ciclohexanos e benzeno, por sua 

vez, diferem dos derivados do difeniletano em vários aspectos, principalmente no 

que se refere aos possíveis mecanismos de ação dos efeitos tóxicos centrais. 

Especificamente, eles antagonizam a ação do neurotransmissor ácido amino-

gamabutírico (GABA). Neste contexto, agem nos receptores gabaérgicos (GABAA), 

bloqueando o fluxo dos íons Cl-. Como resultado, ocorre repolarização parcial das 

membranas neuronais e conseqüente estado de excitação descontrolado (NAGATA 
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& NARAHASHI, 1994). Além disso, são potentes inibidores da Na+, K+ - ATPase e da 

Ca2+, Mg2+ - ATPase (MATSUMURA, 1985; WAFFORD et al., 1989). 

Além das suas ações centrais, os OCs têm comprovada ação desreguladora 

do sistema endócrino, principalmente aquelas concernentes ao sistema ginecológico 

e reprodutor humanos. De fato, os OCs podem exercer ação agonista ou 

antagonista de hormônios mesmo em baixas concentrações (COLBORN et al., 1993; 

KALPANA, 1999; KAVLOCK, 1996; AMARAL-MENDES, 2002; WITORSCH, 2002). 

A exemplo, o metabólito do DDT, DDE, inibe a ligação do androgênio ao seu 

receptor, ao passo que o DDT apresenta uma potente atividade estrogênica em 

mamíferos (KELCE et al., 1995, 1998; SONNENSCHEIN & SOTO, 1998). 

Substâncias com essas características podem levar ao desenvolvimento de tumores 

estrogênio-dependentes, principalmente de mama, como já demonstrado com o 

mirex, heptacloro e clordano, ou ainda alterar diversos mecanismos endócrinos 

(PATLAK, 1996). 

Embora existam controvérsias, alguns estudos apontam que os OCs podem 

interferir na fertilidade e reprodução. Há relatos de que os OCs podem influenciar na 

contagem e na motilidade de espermatozóides (SHARPE & SKAKKEBAEK, 1993; 

IRVINE et al., 1996). Ademais, Hardell et al. (2003) mostraram que a concentração 

de alguns OCs se encontra elevada nas mães de crianças que desenvolveram 

câncer de testículo, quadro potencialmente comprometedor da fertilidade masculina. 

 A desregulação endócrina sexual já mencionada pode estar associada aos 

processos carcinogênicos, ainda controversos, associados aos OCs. Como 

mencionado anteriormente, DDT e seu metabólito mais persistente DDE, podem 

induzir a transformação maligna de células mamárias por descreverem atividade 

estrogênica. De fato, alguns estudos epidemiológicos sugerem uma relação direta 

entre a exposição de mulheres a concentrações elevadas de DDE e a incidência de 

câncer de mama, sendo observado um risco 4 vezes maior de aparecimento da 

doença nas mulheres expostas ao DDE se comparado àquelas isentas da exposição 

à substância. (WOLFF et al., 1993; DAVIS et al., 1992; ARNOLD et al., 1996). Por 

outro lado, Krieger et al. (1994) não encontraram diferenças entre grupos de 

mulheres com diferentes níveis séricos de DDE. 

Ainda no que tange à carcinogênese induzida pelos OCs, vale inserí-los em 

um contexto de classificação internacional para subsidiar o entendimento dos riscos 

da exposição humana às substâncias quanto ao desenvolvimento de câncer. As 
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principais agências reguladoras internacionais, como a International Agency for 

Research on Cancer (IARC), 2005 – Agência Internacional de Pesquisa em Câncer, 

consideram dados experimentais (in vivo e in vitro) e epidemiológicos para 

estabelecer sistemas de classificação para os agentes carcinogênicos. A 

classificação das substâncias quanto ao potencial carcinogênico segundo a IARC 

são: i). Grupo 1: Carcinógeno para humanos – suficiente evidência em humanos; ou 

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

Provável carcinógeno para humanos – evidência limitada em humanos e suficiente 

evidência em animais; ou evidência inadequada em humanos mas suficiente em 

animais com forte evidência de que o mecanismo é relevante para humanos; ou 

evidência limitada em humanos; iii) Grupo 2 B: Possível carcinógeno para humanos - 

evidência limitada em humanos e pouco suficiente em animais; ou inadequada 

evidência em humanos e limitada em animais, mas com suporte em outros dados;iv)  

Grupo 3: Não classificado quanto à carcinogenicidade em humanos – evidências 

inadequadas em humanos; ou inadequadas e/ou limitadas em animais; ou 

evidências suficientes em animais, mas os mecanismos não são relevantes em 

humanos; ou ainda quando a substância não é inserida em nenhum outro grupo; v) 

Grupo 4: Improvável carcinógeno para humanos – ausência de evidências de 

potencial carcinogênico em humanos e em animais; ou inadequada evidência em 

humanos, porém evidências sugerindo ausência de carcinogenicidade em animais 

com suporte em outros dados. De acordo com a classificação da IARC, então, os 

OCs alvos do presente estudo são incluídos nos grupos 2B e 3 demonstrando que, 

apesar de evidências experimentais e epidemiológicas, o potencial carcinogênco dos 

OCs permanece controverso (Tabela 4).  

Tabela 4: Classificação dos OCs estudados quanto ao potencial carcinogênico, 

segundo a IARC. 

Substância IARC  Substância  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 – Não Informado; Fonte: IARC, 2005. 
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Enfim, os sinais e sintomas relacionados à intoxicação por OCs são 

principalmente derivados de seus efeitos centrais e endócrinos, como demonstrado 

e sumarizado na Tabela 5. 

 

Tabela 5: Sinais e Sintomas das Intoxicações Agudas e Crônicas por OCs 

Classe Sinais Intoxicação Aguda Sinais Intoxicação Crônica 

Diclorodifeniletanos 

DDT 

DDD 

Dicofol 

Metoxicloro 

 

Parestesia (ingestão oral) 

Ataxia, andar anormal. 

Tonteira, convulsão, dor de cabeça. 

Náuseas e vômitos 

Fadiga e letargia 

Tremores (periféricos) 

Perda de peso e anorexia 

Anemia leve 

Tremores 

Fraqueza muscular 

Hiperexcitabilidade, ansiedade. 

Tensão nervosa 

Alterações nos padrões dos 

eletroencefalogramas. 

Hexaclociclohexanos 

Lindano (isômero γ) 

 
Ciclodienos 

Endrin 

Isodrin 

Endosulfan 

Heptacloro 

Aldrin 

Dieldrin 

Clordano 

 
 
 
 

 
Mirex 

Semelhantes aos efeitos dos 

diclorodifeniletanos 

 

 

Tonteira, dor de cabeça. 

Náuseas e vômitos 

Hiperexcitabilidade motora 

Hiperreflexia 

Espasmos 

Mal estar geral 

Ataques convulsivos 

Convulsões Generalizadas 

Semelhantes aos efeitos dos 

diclorodifeniletanos 

 

 

Dor de cabeça, tonteira, 

hiperexcitabilidade. 

Contração intermitente dos músculos 

e espasmos. 

Desordens fisiológicas como insônia, 

ansiedade e irritabilidade. 

Alterações nos padrões dos 

eletroencefalogramas. 

Perda de consciência 

Convulsões epileptiformes 

Dores no peito, artralgia. 
 

“Rush” Cutâneo 

Ataxia, incoordenação, opsoclonos. 

Dificuldade visual, incapacidade de 

focalização e fixação. 

Nervosismo, irritabilidade e 

depressão. 

Perda de memória recente 

Fraqueza muscular e tremores 

Severo prejuízo na espermatogênese 

Fonte: Ecobichon, 2001. 

II.3.2. Exposição Infantil aos OCs 

Se considerada a faixa etária da população exposta aos xenobióticos, 

destacam-se as crianças. Efetivamente, há marcado desenvolvimento dos sistemas 

nervoso central, endócrino e de detoxificação nos 2 primeiros anos de vida (WEISS 
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et al., 2004). Além disso, as crianças possuem uma taxa de ingestão de alimentos 

por peso corpóreo maior do que os adultos e assim, representam a faixa da 

população que é submetida ao maior risco de exposição a contaminantes 

alimentares (ECOBICHON, 2001). Ademais, elas apresentam menor quantidade de 

gordura corpórea do que os adultos para armazenar substâncias lipofílicas, o que 

pode estar associado a maiores níveis de substâncias circulantes no organismo. 

Paradoxalmente, as crianças tendem a apresentar uma dieta menos variada e, 

embora um determinado agrotóxico possa ser encontrado em baixos níveis em 

certos alimentos, a exposição cumulativa através da ingestão pode ser alta caso o 

alimento represente elevada porcentagem na dieta (WEISS et al., 2004). A exemplo, 

deve-se considerar a possível presença de resíduos de OCs no leite. Considerando 

o elevado teor de gordura do leite, capaz de acumular agrotóxicos lipofílicos como os 

OCs, e a ingesta diária do alimento pelas crianças, pode-se compreender a 

importância de se monitorar o conteúdo de OCs no leite como fins de assegurar a 

saúde e o desenvolvimento infantil no Brasil.  

A preocupação acerca dos impactos das exposições a agrotóxicos à saúde 

das crianças motivou esforços políticos e o desenvolvimento de pesquisas na área. 

Em resultado, foram estabelecidos o Departamento da Agência de Proteção do Meio 

Ambiente dos Estados Unidos (Environmental Protection Agency of the Unites States 

- USEPA)- e o Comitê Conselheiro para a Saúde da Criança, além da promulgação o 

Ato de Proteção da Qualidade Alimentar (Food Quality Protection Act - FQPA) de 

1996, que teve um importante papel na regulamentação de agrotóxicos em 

alimentos. Políticas preventivas para tratar mais estritamente riscos potenciais à 

saúde infantil foram incluídas no FQPA (DOURSON et al., 2002). 

II.4. A importância da Legislação – Aspectos Nacionais e Internacionais  

Entre as décadas de 40 e meados de 60, os OCs foram amplamente 

utilizados como inseticidas, acaricidas e fungicidas na agropecuária, em programas 

de controle de vetores de doenças contagiosas e em serviços de desinsetização. 

Nessa época, a persistência desses compostos foi considerada uma característica 

relevante para a produtividade agrícola pelo seu poder residual. Porém, com o 

avanço dos estudos acerca dos possíveis efeitos residuais, concluiu-se que os 

resíduos eram responsáveis por sérios danos ao meio ambiente e à saúde humana, 
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e a característica até então positiva, tornou-se motivo para sua proibição (OLIVEIRA, 

1998).  

No Brasil, o uso de OCs em aplicação direta na agricultura foi proibido desde 

1985. Porém, algumas exceções devem ser consideradas, dentre elas (BRASIL, 

1985): 

• Endosulfan em culturas de café, cacau, algodão, soja e como 

preservante de madeira; 

• Dicofol em culturas de cítricos e algodão; 

• Aldrin no controle de formigas e cupins; 

• Mirex no controle de formigas; 

• DDT e HCH em campanhas de saúde pública. 

O uso do aldrin no combate a formigas e cupim foi permitido até 1993. Em 

1998, porém, a Portaria nº 11 do Ministério da Saúde proibiu o uso do aldrin, endrin, 

heptacloro, HCH, lindano e DDT em residências 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 à malária, sendo utilizadas cerca de 3.000 toneladas de DDT para esse 

propósito entre os anos de 1988 e 1994 (MEYER et al., 1999).  

Muitos OCs, como o HCB e o DDT, ainda são encontrados no meio ambiente, 

embora a maioria dessas substâncias tenham sido proibidas em países 

industrializados entre 1970 e 1980. Face aos sérios problemas ocasionados pelo 

uso indiscriminado dessas substâncias tóxicas, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) coordena, há alguns anos, estudos epidemio-toxicológicos com o intuito de 

estabelecer os possíveis danos da exposição dos seres humanos aos efeitos dos 

poluentes orgânicos persistentes (POPs) (WHO, 1988, 1990, 1996). Esses são 

definidos como substâncias químicas que apresentam em comum o fato de 

possuírem cloro e carbono em suas cadeias químicas. Além disso, se tratam de 

substâncias tóxicas de alta periculosidade, as quais não se decompõem facilmente, 

se mantêm inalteradas por longos períodos e que podem ser transportadas a longas 

distâncias, face à sua volatilidade, acarretando danos ao meio ambiente e à saúde 

humana em locais distantes das fontes de lançamento. Inicialmente, foram 

identificados doze POPs dentre os quais se encontram nove agrotóxicos, todos OCs 
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(aldrin, endrin, dieldrin, toxafeno, DDT, HCB, heptacloro, clordano e mirex), e sobre 

os quais a comunidade científica internacional vem adotando ações com vistas à sua 

eliminação.  

Acordos internacionais vêm sendo implementados para que medidas de 

proteção do meio ambiente e à saúde humana possam ser efetivamente alcançadas. 

Nesse contexto, se destaca a Convenção de Estocolmo sobre os POPs, com o 

principal objetivo de proteger a saúde contra os danos potenciais ocasionados por 

certas substâncias químicas, especialmente os OCs. A Convenção de Estocolmo 

surgiu da necessidade da criação de ações capazes de diminuir e/ou eliminar os 

POPs e entrou em vigor em 17 de maio de 2004. Atualmente, 97 países fazem parte 

da Convenção, dentre os quais o Brasil, com a ratificação em 16 de junho de 2004 

(UNEP, 2005). 

Além do tratado internacional citado anteriormente, também são de grande 

relevância os programas de monitoramento de resíduos de agrotóxicos em alimentos 

realizados em diversas regiões mundiais. Países como os Estados Unidos, a Irlanda, 

o Reino Unido e o Brasil possuem implementados programas de monitoramento de 

resíduos de agrotóxicos em diversos gêneros alimentícios, como hortifrutigranjeiros, 

carne, leite e derivados, com análises contínuas 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 

agrotóxicos em alimentos cujos resultados são 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 máximos de lindano permitidos (MAFF, 1996). 

Embora no período de 1998 a 2002 não tenham sido encontrados resíduos de 

lindano nas amostras de leite analisadas (MAFF, 1999, 2000, 2003), o proposto pelo 

programa é que essa substância continue sendo monitorada para que futuras 

contaminações sejam detectadas. 

No Brasil, o programa de monitoramento de resíduos de agrotóxicos em 

alimentos, conhecido como PARA (Programa de Análise de Resíduos de 

Agrotóxicos 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 à redução do número de 

incidentes relativos à ocorrência de resíduos ilegais nos alimentos citados (OLIVA et 
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al., 2003). Com quatro anos de implementação, o PARA apresenta resultados 

significativos, como a redução e até o desaparecimento da contaminação em alguns 

hortifrutigranjeiros (ANVISA, 2004). Além do PARA, a ANVISA também coordena o 

Programa de Monitoramento de Resíduos de Medicamentos Veterinários em 

Alimentos de Origem Animal (PAMVet). O PAMVet foi iniciado em 2002, a partir da 

preocupação acerca do uso de medicamentos veterinários em animais produtores de 

leite, logo da preservação da saúde humana, e realiza análises contínuas de leite de 

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

As medidas adotadas no Brasil comprovam a importância do monitoramento 

contínuo dos alimentos, não só dos hortifrutigranjeiros, como também daqueles 

intensamente consumidos pela população, como o leite e seus derivados. 
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III. Objetivos 
 

III. 1. Objetivo Geral 

Propor uma metodologia de controle da exposição da população aos resíduos 

dos agrotóxicos OCs através da ingestão de leite longa vida vida (UHT/UAT), para 

que um programa de monitoramento de tais resíduos no alimento em questão possa 

ser implantado no país. 

 
III. 2. Objetivos Específicos 

• Desenvolver e validar metodologia de análise qualitativa e quantitativa 

de resíduos de agrotóxicos OCs em leite longa vida; 

• Identificar e quantificar no leite longa vida os níveis de resíduos dos 

seguintes agrotóxicos 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; α - 

Endosulfan; β - Endosulfan; Endrin; HCB; α - HCH; β - HCH; γ - HCH; δ - HCH; 

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

IV.1. Seleção das Amostras 
 

As amostras selecionadas e analisadas nesse estudo integram aquelas 

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

selecionadas aleatoriamente vinte amostras, sendo posteriormente armazenadas a -

20ºC até a execução das análises.  

 

IV.2. Lavagem de material 

As vidrarias e materiais utilizados no estudo foram submetidos ao processo 

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

n° 65.3120.014, referente à lavagem de material para análise de resíduos de 

agrotóxicos: 

a) Descontaminação do material utilizado com acetona destilada ou acetona 

para análise (P. A.); 

b) Lavagem com água corrente; 

c) Imersão do material lavado em solução de detergente alcalino a 10% por, no 

mínimo, duas horas, antes de passar para o item d; 

d) Lavagem com água corrente; 

e) Lavagem com água deionizada; 

f) Rinsagem com acetona grau resíduo de pesticida; 

g) Secagem do material em local plano e em temperatura ambiente; 

h) Proteção das bordas e extremidades dos materiais secos com papel alumínio 

e armazenamento nos armários e/ou gavetas do laboratório. 

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

n-hexano, grau resíduo de pesticida, para garantir a ausência de contaminantes.  
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IV.3. Materiais 

IV.3.1. Vidrarias e outros materiais utilizados nas análises 

• Pipetas volumétricas de capacidade: 1 e 5ml;  

• Balões volumétricos de capacidades: 10; 25; 50 e 100ml;  

• Navetas de vidro para a pesagem dos padrões dos agrotóxicos analisados; 

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

• Pipetas Pasteur; 

• Espátulas de metal; 

• Seringa de vidro de capacidade: 5ml; 

• Béqueres de vidro de capacidades: 20; 100 e 200ml; 

• Balões de fundo redondo capacidade: 500ml; 

• Balões de fundo cônico de capacidades: 50 e 150ml; 

• Bureta de capacidade: 10ml; 

• Coluna de vidro para cromatografia por permeação em gel (D. I. =25mm e 

comprimento= 50cm); 

• Colunas tulipa de vidro para cromatografia de adsorção (D. I. =10mm e 

comprimento= 15cm); 

• Extrator de Soxhlet; 

• Unidade filtrante Millex® GN (0,20µm; 25mm) (Millipore, Estudos Unidos). 
 

IV.3.2. Reagentes: 

• Água destilada; 

• Água deionizada; 

• N – hexano para análise de resíduos – Omnisolv (Merck, Estados Unidos); 

• Acetona para análise de resíduos – Pesticide (Tedia, Estados Unidos); 

• Acetona pró-analise (P. A.) (Merck, Alemanha); 

• Acetato de Etila para análise de resíduos – Pesticide (Tedia, Estados Unidos); 

• Tolueno para análise de resíduos - Pesticide (Tédia, Estados Unidos); 

• Ciclohexano para análise de resíduos – Lichrosolv (Merck, Alemanha); 

• Isooctano para análise de resíduos – Suprasolv (Merck, Alemanha); 

• Padrões de agrotóxicos, fornecidos por Dr. Ehrenstorfer (todos com 

certificados de análise e com grau de pureza fornecido) (Alemanha); 
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• Detergente Alcalino Extran MAO1 (para a lavagem do material) (Merck, 

Brasil); 

• Benzeno para análise de resíduos – Omnisolv (Merck, Alemanha) (para a 

solubilização do padrão de β – HCH); 

• BioBeads SX – 3, 200-400mesh (BIO – RAD, EUA); 

• Sílica Gel 60 para cromatografia em coluna, 0,063-0,200mm (Merck, 

Alemanha); 

• Sulfato de sódio anidro granulado (Merck, Alemanha). 

 

IV.3.3. Preparo das soluções padrões 

IV.3.3.1. Soluções estoque: 

Foram preparadas soluções padrão estoque individuais de concentração 

100µg/ml a partir da solubilização de 0,01g de cada padrão em isooctano, exceto 

para o β – HCH, utilizando balão volumétrico calibrado de 100ml. No preparo da 

solução estoque do β – HCH, o padrão foi primeiramente dissolvido em 1ml de 

benzeno, para facilitar a solubilização. 

 

IV.3.3.2. Soluções intermediárias: 

Foram preparadas seis soluções intermediárias de concentrações 

estabelecidas, também conhecidas como soluções de trabalho, para a construção 

da curva analítica: 

• Solução intermediária de concentração estabelecida 1µg/ml: 1ml de cada 

solução estoque foi transferido para um balão volumétrico calibrado de 100ml, 

avolumado com isooctano; 

• Soluções intermediárias de concentrações estabelecidas: 0,01; 0,02; 0,04; 

0,08 e 0,15µg/ml. Preparo: 

a) Solução de concentração 0,15µg/ml: 1,5ml da solução de concentração 1µg/ml 

foram transferidos (utilizando bureta calibrada de 10ml) para um balão volumétrico 

calibrado de 10ml, avolumado com isooctano; 

b) Solução de concentração 0,08µg/ml: 5ml da solução de concentração 0,15µg/ml 

foram transferidos (utilizando pipeta volumétrica calibrada) para um balão 

volumétrico calibrado de 10ml, avolumado com isooctano; 
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c) Solução de concentração 0,04µg/ml: 5ml da solução de concentração 0,08µg/ml 

foram transferidos (utilizando pipeta volumétrica calibrada) para um balão 

volumétrico calibrado de 10ml, avolumado com isooctano; 

d) Solução de concentração 0,02µg/ml: 1ml da solução de concentração 1µg/ml foi 

transferido (utilizando pipeta volumétrica calibrada) para um balão volumétrico 

calibrado de 50ml, avolumado com isooctano; 

e) Solução de concentração 0,01µg/ml: 5ml da solução de concentração 0,02µg/ml 

foram transferidos (utilizando pipeta volumétrica calibrada) para um balão 

volumétrico calibrado de 10ml, avolumado com isooctano. 

 

IV.3.4. Equipamentos e Acessórios 

• Balança analítica com faixa de indicação: 0,00001 a 210g (Mettler Toledo 

AG2 45, Suíça); 

• Ultrassom (Bransonic 52, Estados Unidos); 

• Módulo para evaporação com fluxo de nitrogênio (Pierce, Estados Unidos); 

• Placa de aquecimento (Pierce, Estados Unidos); 

• Manta de aquecimento (Fisatom, Brasil) 

• Evaporador rotatório a vácuo (Büchi Rotavapor RE120, Suíça); 

• Cromatógrafo a gás (Agilent 6890 Series), com detector por captura de 

elétrons com fonte radioativa de Ni63 (Hewlett Packard, G2397A); 

• Cromatógrafo a gás (Agilent 6890N Series), com detector seletivo de massas 

(Agilent 5973); 

• Bomba de média pressão para cromatografia liquida por permeação em gel 

(Duramat 80, Alemanha); 

• Cartuchos de celulose para extração (D. I. = 33mm e comprimento = 94mm) 

(Whatman, Inglaterra); 

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

 
IV.4. Método Analítico  
 O método analítico ora proposto foi baseado no método multiresíduo S19 da 

Alemanha, que permite a determinação de resíduos de aproximadamente 85 

agrotóxicos lipossolúveis e hidrossolúveis e alguns de seus metabólitos (THIER & 

ZEUMER, 1987; THIER & KIRCHHOFF, 1992). Para tal, inicialmente a gordura das 

amostras foi extraída através de lixiviação exaustiva por meio de solvente orgânico. 
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Posteriormente, foi purificada através de cromatografia por permeação 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 fração contendedora 

dos resíduos (120 - 230ml) foi submetida a uma etapa posterior de purificação em 

pequena coluna recheada com sílica gel desativada, usando 10ml de tolueno como 

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

1°: Desativação da sílica ⇒ Inicialmente, a sílica foi mantida em mufla a 

650°C durante 12 horas, sendo posteriormente transferida para um dessecador até 

atingir temperatura ambiente. Para a desativação, 98,5g da sílica foram hidratados 

com 1,5ml de água deionizada. A mistura foi deixada em equilíbrio durante 12 horas 

antes do uso; 

2°: Preparação da coluna de sílica ⇒ A saída da coluna foi fechada com lã de 

vidro e preenchida com 1,0g da sílica desativada. Foram adicionados 5 a 10mm de 

sulfato de sódio anidro granulado acima da sílica e o recheio foi, então, lavado duas 

vezes com 5ml de n-hexano. 

A fração proveniente da segunda etapa de limpeza foi concentrada até 

aproximadamente 1ml em evaporador rotatório a vácuo e posteriormente levada à 

quase secura sob fluxo de nitrogênio. Ressuspendeu-se em tolueno, o volume final 

foi ajustado para 0,5ml e, finalmente injetado (2µl) em CG/µDCE. A confirmação dos 

resultados obtidos foi realizada mediante a concentração (10:1 v/v) de uma alíquota 

do volume final. Para tal, a alíquota foi levada à secura sob fluxo de nitrogênio e 

posteriormente ressuspendida em solução de padrão interno (criseno, antraceno e 

pireno; concentração=1µg/ml). Posteriormente, procedeu-se com a injeção de 2µl no 

CG/DSM.  

 

IV. 5. Condições Cromatográficas 

IV. 5. 1. Cromatógrafo a gás com detector por captura de elétrons com fonte 
radioativa de Ni63 (CG/µDCE) 

i) Injetor→ modo: sem divisão de fluxo (“splitless”), pressão do pulso: 50psi, 

duração do pulso: 0,2min, temperatura: 230°C; 
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ii) Coluna DB5 (J&W) (30m de comprimento, diâmetro interno: 25mm, 

espessura do filme: 0,25µm)→ modo: vazão constante (1ml/min), gás de arraste: 

nitrogênio ultra puro; 

iii) 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, vazão do gás de 

“makeup”: 60ml/min, gás de “makeup”: nitrogênio ultrapuro. 

 

IV. 5. 2. Cromatógrafo a gás com detector seletivo de massas (CG/DSM) 

i) Injetor→ modo: sem divisão de fluxo (“splitless”) pulsado, pressão do pulso: 

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

ii) Coluna DB5-MS (J&W) (30m de comprimento, diâmetro interno: 0,20mm, 

espessura do filme: 0,20µm)→ modo: vazão constante (1ml/min), vazão da coluna: 

0,9ml/min, gás 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 transferência: 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 Discussão 

 
 

A validação do método analítico e as análises das amostras de leite longa 

vida foram realizadas no Laboratório de Resíduos de Agrotóxicos do Departamento 

de Química do INCQS/FIOCRUZ, R.J., em parceria com o Laboratório de Poluentes 

Orgânicos Persistentes do Centro de Estudos da Saúde do Trabalhador e Ecologia 

Humana (CESTEH)/ENSP/FIOCRUZ, R.J. 

 

V. I. Estudo do Método Analítico 

O método analítico validado no presente estudo compreende basicamente 

seis etapas, esquematizadas na Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema do Procedimento Analítico para a Determinação de 

OCs em Leite. 

Confirmação dos resíduos no CG/DSM

Liofilização

Lixiviação exaustiva por meio de solvente orgânico (Extração da Gordura)

Cromatografia por permeação em gel
(CPG) 

Cromatografia por adsorção
(sílica) 

Injeção no CG/µDCE
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A primeira etapa do método constituiu na liofilização das amostras. Conhecida 

como criosecagem, a liofilização é um processo de desidratação de produtos no qual 

a água previamente congelada passa do estado sólido diretamente para o estado 

gasoso. Tal processo foi realizado em baixa temperatura e na ausência de ar 

atmosférico, o que permitiu que as propriedades organolépticas do leite fossem 

praticamente inalteradas (GAVA, 1999). Nessa etapa, 200ml do leite fluído foram 

transferidos para um balão de 500ml e posteriormente congelados mediante rotação 

do balão em banho de gelo seco e acetona. O balão foi encaixado no liofilizador e as 

amostras então, liofilizadas.  

Uma vez liofilizadas, foram pesados 20g de amostra em cartuchos extratores 

sobre os quais foi acrescentada fina camada de sulfato de sódio anidro granulado. 

Os cartuchos foram então transferidos para os extratores de Soxhlet, previamente 

acoplados a balões de 500ml preenchidos com 300ml de acetona/n-hexano, 1:1 v/v 

e pérolas de vidro. Foram realizados aproximadamente 200 ciclos para a extração 

da gordura e, posteriormente, o solvente foi removido por evaporação em 

evaporador rotatório a vácuo (T= 50ºC e Pressão= 800mmHg). A gordura extraída, 

contendo ainda resíduos de solventes, foi transferida para um béquer e este mantido 

sob fluxo de nitrogênio e placa de aquecimento até peso constante. Em seguida, 

foram realizadas duas etapas de limpeza para que fossem evitados problemas na 

detecção, amostras falso-positivas, ruídos químicos altos, redução no tempo de vida 

da coluna cromatográfica e contaminação do detector (ARMENDÁRIZ et al., 2004).  

A gordura foi removida através de cromatografia por permeação em gel 

(CPG), conhecida como cromatografia de exclusão por tamanho. Trata-se de uma 

técnica eficaz para a separação quantitativa de compostos que apresentam massa 

molecular superior a 400u, como os OCs, de compostos macromoleculares como os 

lipídeos (600-1500u). Para se estabelecer a fração de trabalho, foram realizados 

testes com uma mistura de padrões de OCs, usando como referência o método S19, 

no qual a eluição dos OCs de interesse ocorre entre 100 e 165ml. Dessa forma, 

após a transferência da mistura de padrões para a coluna (1ml), foram coletadas as 

seguintes frações considerando o comprimento maior da coluna que aquele usado 

no método S19: 
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• 0 – 100ml 

• 100 – 110ml 

• 110 – 120ml 

• 120 – 130ml 

• 130 – 140ml 

• 140 – 150ml 

• 150 – 190ml 

• 190 – 200ml 

• 200 – 210ml 

• 210 – 220ml 

• 220 – 230ml 

• 230 – 240ml

 

As frações de 0 – 100ml e 150 – 190ml não foram analisadas. Cada fração de 

10ml foi evaporada até 1ml em evaporador rotatório a vácuo e, em seguida até 

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

solução de padrão interno (criseno, pireno e antraceno, de concentração 1µg/ml). 

Identificou-se a fração de trabalho através da injeção de cada uma das frações de 

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

analisadas não apresentaram as substâncias de interesse. A Figura 3 (A, B, C, D) 

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

fração de trabalho.  

Observa-se que na Figura 3A, cromatograma da fração de 120 – 130ml, não 

foram identificadas as substâncias de interesse. 

 

3 A. 

 
 

# Substâncias # Substâncias 
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-
DODECAMETHYL-HEXASILOXANE 8 83% PBM 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 

diisooctyl ester 

4 Antraceno D-10 9 87% PBM Iron, monocarbonyl-(1,3-butadiene-1,4-
dicarbonic acid, diethyl ester) a, a'-dipyridyl 

5 Pireno D-10 - - 
 

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

os analitos de interesse começaram a eluir. 

3 B. 

 
# Substâncias 
1 beta-HCH 
2 delta-HCH 
3 Endosulfan sulfato 
4 Dicofol 

 

Note que a Figura 3C representa o cromatograma da fração 220-230ml, na 

qual ocorre a eluição das últimas substâncias estudadas. Tal fato é comprovado pela 

Figura 3D, correspondente à fração 230-240ml, que apresenta unicamente picos 

referentes aos siloxanos, ftalatos e padrões internos (criseno, pireno e antraceno). 
 
3 C. 

 

# Substâncias 
1 o,p’-DDE 
2 p,p’-DDT 
3 Metoxicloro 
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3 D. 

 

# Substâncias # Substâncias 
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-
DODECAMETHYL-HEXASILOXANE 8 83% PBM 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 

diisooctyl ester 

4 Antraceno D-10 9 87% PBM Iron, monocarbonyl-(1,3-butadiene-1,4-
dicarbonic acid, diethyl ester) a, a'-dipyridyl 

5 83% PBM 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-
methylpropyl) ester - - 

Figura 3: Representação cromatográfica dos testes realizados com a mistura de 

padrões dos OCs e OFs para a determinação da faixa de trabalho para a 

cromatografia por permeação 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 

sílica fundida 5% fenil metil siloxano utilizada no cromatógrafo a gás. Esses picos 

também foram observados nas Figuras 3B e C. Picos de ftalatos em todos os 

cromatogramas das frações estudadas foram detectados, possivelmente 

provenientes de algum constituinte da coluna utilizada para a cromatografia por 

permeação em gel.  

Após avaliação das frações, estabeleceu-se o critério de coleta, tal que a 

fração de 0 a 110ml foi descartada e a fração de 110 a 230ml foi analisada conforme 

descrito a seguir. 

A fração contendo as substâncias de interesse foi evaporada até 1ml em 

evaporador rotatório a vácuo e até quase secura sob fluxo de nitrogênio. O restante 

foi ressuspendido em tolueno e submetido à segunda etapa de limpeza, uma vez 
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que resíduos de substâncias interferentes permanecem no eluato da CPG e devem 

ser removidas (RIMKUS et al., 1996). 

A solução em tolueno proveniente da CPG foi transferida para a coluna de 

sílica. As substâncias de interesse foram eluidas com 10ml de tolueno. Concluída a 

eluição, o eluato foi evaporado até 1ml em evaporador rotatório a vácuo e 

posteriormente levado até quase secura em fluxo de nitrogênio. O volume final foi 

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

Após a otimização do método analítico com a mistura de padrões, deu-se 

seguimento à determinação do branco da matriz. Consistiu numa amostra de leite 

cujo perfil cromatográfico é isento de picos com potencial de interferência nos 

tempos de retenção das substâncias de interesse. Cumpre mencionar que a 

identificação de uma amostra de leite com características de branco da matriz 

ocorreu de modo empírico e aleatório. Assim sendo, esse processo foi iniciado 

mediante solubilização de 0,5g de gordura de leite no solvente eluente (acetato de 

etila/ciclohexano, 1:1 v/v), seguida de filtragem em unidade filtrante e transferência 

para a coluna de permeação em gel. O restante do procedimento seguiu 

criteriosamente a metodologia abordada previamente para a mistura de padrões das 

substâncias de interesse. O branco da matriz foi analisado através da injeção no 

CG/DSM (Figura 4) 

 

Figura 4: Cromatograma do branco do leite utilizado para a validação do 

método analítico proposto pelo presente estudo. 

Observa-se a existência de um pico referente ao agrotóxico organofosforado 

clorpirifós etil e de um interferente próximo ao tempo de retenção do mirex. 
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A Figura 5 representa o cromatograma de uma mistura de padrões 

(concentração aproximadamente 0,02µg/ml) para fins de ilustração e comparação 

com o cromatograma do branco do leite (Figura 4). 

 
 

# Substância # Substância  Substância 
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 clorpirifós metil 15 trans-nonaclor 24 p,p'-DDT 
7 heptacloro 16 dieldrin 25 dicofol 
8 aldrin 17 p,p'-DDE 26 metoxicloro 
9 clorpirifós etil 18 o,p'-DDD 27 mirex 

 

Figura 5: Cromatograma da solução de mistura dos padrões das substâncias de 

interesse de concentração aproximadamente 0,02 µg/ml. 

Pode-se observar que não foram identificados picos coincidentes com os 

tempos de retenção dos OCs estudados. Contudo, identificou-se um interferente 

próximo ao pico do mirex que impossibilitou a validação do método analítico ora 

proposto para a referida substância. Isso porque, na concentração mais baixa da 

curva analítica, foi obtido valor da taxa de recuperação superior à estabelecida pelo 

Codex Alimentarius (70-120%). Ainda no que tange à Figura 4, observou-se a 

presença do agrotóxico organofosforado clorpirifós etil, demonstrando a necessidade 

de inclusão dessa substância no processo de validação do método analítico. Deu-se 

seguimento ao processo de validação do método de análise com o referido branco 

de leite posto que foi concluída a possibilidade de realização dos cálculos das taxas 

de recuperação para o clorpirifós etil através da correção dos valores encontrados, 
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ou seja, subtraindo-se o valor das áreas de clorpirifós etil obtidas nos 

cromatogramas do branco fortificado com concentrações diferentes de padrão das 

substâncias de interesse pelo valor da área de clorpirifós etil obtida no 

cromatograma do branco do leite.  

Os agrotóxicos OFs são ésteres de ácido fosfórico com diferentes 

substituintes e correspondem a um grupo heterogêneo de substâncias amplamente 

usadas na agricultura em função de algumas vantagens, conforme listado: alta 

atividade inseticida, amplo espectro de ação, ação sistêmica para a maioria dos 

insetos, baixa ação residual, rápida biotransformação e baixa persistência no meio 

ambiente (MÍDIO & MARTINS, 2000; PAGLIUCA et al., 2004). 

Em função do reduzido potencial de persistência ambiental, os OFs 

substituíram gradativamente os OCs na prática agropecuária. Paradoxalmente, 

configuram risco para a saúde humana por inibirem irreversivelmente a 

aceticolinesterase, comprometendo a neurotransmissão colinérgica logo algumas 

funções vitais. Em última instância, quadros de intoxicação severa por OFs podem 

decorrer da possibilidade de bioacumulação ao longo da cadeia alimentar 

(PAGLIUCA et al., 2004). Nesse contexto, os animais podem acumular OFs por 

ingestão ou por contato. Como conseqüência, 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. Validação do método analítico 

O método analítico proposto foi validado de acordo com os parâmetros de 

validação sugeridos pelo POP do INCQS, nº 65.3120.082, referente aos Parâmetros 

Estatísticos para Validação de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos, tais como 

seletividade, faixa de trabalho, linearidade [determinação dos valores aberrantes, 

análise dos resíduos da regressão (homo/ heterocedasticidade) e análise da 

variância da regressão (significância da regressão)], precisão (desvio padrão relativo 

ou coeficiente de variação), limite de detecção, limite de quantificação, e exatidão 

(taxa de recuperação). 

 

 



 

 33

V.2. 1. Seletividade 

A seletividade de um método instrumental de separação é a capacidade de 

avaliar, de forma inequívoca, as substâncias de interesse na presença de 

componentes que podem interferir em sua determinação numa amostra complexa. A 

seletividade assegura que o pico da resposta é exclusivamente da substância 

analisada (RIBANI et al., 2004; THOMPSON et al., 2002; SANCO, 2004). 

A seletividade do método ora proposto foi testada através da injeção do 

branco do leite (Figura 4). Para tal, o branco não deveria apresentar interferentes 

que coincidissem com os tempos de retenção das substâncias estudadas. 

Entretanto, o branco apresentou um interferente cujo tempo de retenção era próximo 

do mirex. Dessa forma, essa substância não pôde ser validada no presente estudo. 

Para comprovar a seletividade do método proposto, foram injetadas as 

misturas de padrões para que os tempos de retenção relativos das substâncias 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 

inequívoca. 

 

V.2. 2. Faixa de trabalho 

A faixa de trabalho corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior 

da substância analisada, que atenda aos requisitos de precisão e exatidão. É 

usualmente expressa nas mesmas unidades dos resultados obtidos pelo método. 

Ademais, envolve as concentrações que são utilizadas para a construção da curva 

analítica que poderá ser utilizada na quantificação das amostras. É imprescindível 

que a faixa de trabalho apresente condições de linearidade (THOMPSON et al., 

2002). 

Para determiná-la, optou-se pela escolha aleatória de valores baixos de 

concentração (0,01; 0,02; 0,04; 0,08 e 0,15µg/ml). O tratamento estatístico da curva 

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

A linearidade corresponde à capacidade do método em fornecer resultados 

diretamente proporcionais à concentração das substâncias de interesse, dentro de 

uma determinada faixa de aplicação. Para tal, são avaliados alguns parâmetros 

estatísticos como a determinação de valores suspeitos de serem aberrantes, a 

homogeneidade das variâncias dos resíduos (homo/heterocedasticidade) e a análise 

da variância da regressão. 

A relação matemática entre o sinal e a concentração do analito de interesse 

deve ser determinada a partir de sinais medidos para concentrações conhecidas 

desse analito. Tal relação matemática pode ser expressa como uma equação da reta 

denominada curva analítica. Na prática, a linha que define a reta deve ser 

constituída por pontos que podem variar de 3 a 7, e que não incluam o zero na 

curva, devido aos possíveis erros associados (THOMPSON et al., 2002; INMETRO, 

2003; RIBANI et al., 2004; ISO/IEC 17025, 2005).  

A linearidade do método analítico foi verificada através da plotagem da curva 

de calibração (curva analítica), onde o eixo x corresponde à concentração do analito 

e o eixo y à área do analito obtido na cromatografia, em cinco concentrações das 

soluções padrão: 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 e 0,15µg/ml (valores aproximados) injetadas 

no CG/µDCE.  

O presente trabalho se propôs a analisar 25 substâncias nas 20 amostras de 

leite selecionadas, coletadas pelo PAMVet. Cumpre enfatizar que as 25 substâncias 

foram analisadas criteriosamente seguindo tratamento estatístico descrito a seguir. 

Os valores das variáveis utilizadas para os cálculos da linearidade dos analitos se 

encontram sumarizados em tabelas no Anexo A. 

Os valores aberrantes são aqueles que não fazem parte da população dos 

valores gerados durante as etapas de validação do método. Para a detecção desses 

valores é realizado o teste de Grubbs para o nível de significância p=0,05. Tal teste 

é realizado quando se deseja avaliar o menor e/ou maior valor suspeito de ser 

aberrante (THOMPSON et al., 2002). 

G calculado = (yij – yi)/sij 

Onde: yij = valor suspeito de ser aberrante; 

 yi = média dos valores obtidos para um determinada concentração i; 
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 sij = desvio padrão dos valores obtidos. 

Se G calculado < G tabelado → valor suspeito não é aberrante; 

Se G calculado > G tabelado → valor suspeito é considerado aberrante. 

Na tabela 6 são apresentados valores de G tabelado para n=3, n=4, n=5, n=6 e 

n=7 (n é o número de replicatas). 

 

Tabela 6: Valores de G tabelado para o Número de Replicatas Correspondentes. 

n G tabelado (95%) 

3 1,155 

4 1,481 

5 1,715 

6 1,887 

7 2,020 

Fonte: GRUBBS & BECK, 1972. 

  

 A Figura 6 apresenta os resultados obtidos a partir da aplicação do teste de 

Grubbs em todas áreas de todas as substâncias de interesse, nas cinco 

concentrações diferentes da curva analítica. Observando-se os gráficos de barras de 

cada substância analisada, note que as barras vermelhas correspondem aos valores 

de Gcalculado para as 15 áreas obtidas nos cromatogramas (3 injeções de cada uma 

das 5 concentrações) e que a linha azul paralela ao eixo x representa o valor de 

Gtabelado (1,155) para um número de replicatas igual a 3. Analisando-se tais variáveis, 

verifica-se que nenhuma das barras vermelhas ultrapassou o limite da linha azul e 

assim sendo, pode-se concluir que não existiram valores aberrantes. 
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Figura 6: Representação gráfica do teste de Grubbs  
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Figura 6: Representação gráfica do teste de Grubbs (cont.) 
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Figura 6: Representação gráfica do teste de Grubbs (cont.) 
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Figura 6: Representação gráfica do teste de Grubbs (cont.) 

Ainda no que se refere à linearidade, foi verificada a homogeneidade das 

variâncias dos resíduos. Essa avaliação indica a homogeneidade ou 

heterogeneidade da variância dos resíduos da análise da regressão, através do 

teste de Cochran, aplicando a fórmula que se segue (THOMPSON et al., 2002): 

Ccalculado = S2 
maior/Σ S2 j 

Onde: S2 
maior= maior variância; 

 Σ S2 j =somatório das variâncias. 

Se C calculado > C tabelado → As variâncias dos resíduos não são diferentes, há 

homocedasticidade; 

Se C calculado < C tabelado → As variâncias dos resíduos são diferentes, há 

heterocedasticidade. 

Os valores de C tabelado para n=2, n=3, n= 4, n= 5 e n=6 (n é o número de 

replicatas e k é o número de comparações) encontram-se sumarizados na tabela 7. 

Tabela 7: Valores de cochran referentes ao número de replicatas (n) e comparações 

(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 Gcalculado para as 25 substâncias 

de interesse se apresentaram abaixo do valor de Gtabelado (0,684) para um número de 

repetições igual a 3 e para um número de comparações igual a 5. Uma exceção 

deve ser observada para o dicofol, cujo valor de Gcalculado se apresentou maior do 

que o valor de Gtabelado. Dessa forma, a equação da reta para a referida substância 

foi calculada pelo método dos mínimos quadrados ponderados ao passo que para os 

demais analitos, cujos valores de Gcalculado foram menores do que o valor de Gtabelado, 

as equações da reta foram calculadas pelo método dos mínimos quadrados 

ordinários. 

Note que as barras vermelhas representam os valores de Gcalculado pelo 

teste de Cochran para todas as substâncias estudadas e que a linha azul paralela ao 

eixo x representa o valor de Gtabelado (0,684) para o número de repetições igual a 3 e 

número de comparações igual a 5. Observe que das 25 substâncias analisadas 

apenas o dicofol não apresentou homogeinidade nas variâncias de seus resíduos 
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Figura 7: Representação gráfica dos valores de Gcalculado para a avaliação da 

homogeneidade das variâncias dos resíduos das 25 substâncias de 

interesse. 

Nos casos em que a hipótese de homocedasticidade foi confirmada, a 

equação da reta foi calculada pelo método dos mínimos quadrados ordinários. Nos 

casos em que se confirmou a hipótese de heterocedasticidade, por outro lado, 

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

exceção do dicofol que se apresentou heterocedástico. 

Realizada a análise de regressão pelo método dos mínimos quadrados 

ordinários ou ponderados, o coeficiente de correlação linear (r) foi calculado e a 

equação da reta determinada. A Figura 8 apresenta as curvas analíticas dos analitos 

estudados.  
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Figura 8: Representação das curvas analíticas das substâncias de interesse.  
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Figura 8: Representação das curvas analíticas das substâncias de interesse (cont.).  
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Alfa - Endossulfan
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Figura 8: Representação das curvas analíticas das substâncias de interesse (cont.).  
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Figura 8: Representação das curvas analíticas das substâncias de interesse (cont.).  

 

O coeficiente de correlação linear (r) expressa a relação de x e y na curva, 

cujos valores podem estar compreendidos no intervalo -1 ≤ r ≤ +1. Os valores ideais 

são +1 e -1, ou seja, quanto mais próximo da unidade, maior é a probabilidade de 

existir uma relação linear definida. Se os valores de r tenderem a zero, indicam que 

não há uma relação 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 há uma relação linear entre as variáveis. Porém, 

embora o r indique a correlação do ajuste do modelo, ele não pode ser usado 

isoladamente para testar a linearidade. O r só é válido para a verificação da 

correlação entre os valores observados e os valores estimados pelo método (x e y) 

através da reta de regressão. A avaliação de um modelo e a conclusão de que o 

ajuste da reta é satisfatório, indicando assim a significância estatística da curva 

ajustada, são comprovadas através do teste F (PIMENTEL & NETO, 1996). Para tal, 

foi utilizada análise de variância na regressão (ANOVA) para confirmar a regressão 

linear. Estudou-se a distribuição F, utilizada para realizar o teste de hipótese da 

equação da reta de regressão, onde a hipótese nula (H0) considera o coeficiente 

angular b = 0 e a hipótese alternativa (H1), b ≠ 0. Se o Fcalculado for maior do que o 

Fcrítico ou Fde significação, a hipótese nula deve ser rejeitada e a hipótese alternativa, 

aceita (LÖWEN, 2003). Sendo assim, foi realizada a análise da variância da 

regressão (ANOVA) para a confirmação da regressão, cujos resultados se 

encontram na Tabela 8. 
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Tabela 8: Análise de variância na regressão para a confirmação da regressão linear 

das substâncias avaliadas. 
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Tabela 8: Análise de variância na regressão para a confirmação da regressão linear 

das substâncias avaliadas. 

 
gl = graus de liberdade; SQ = soma quadrática; MQ = média quadrádica; F = F calculado; E = exponencial. 
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Note que para todas as substâncias analisadas o valor de F de significação foi 

menor do que o valor de F calculado. Dessa forma, a hipótese nula pôde ser 

rejeitada e a hipótese alternativa aceita e, a regressão linear para todos os analitos 

estudados aceita. 

Na análise de resíduos, para que a linearidade seja considerada significativa, 

o valor de Fcalculado pela ANOVA, tem que ser maior do que o Fcrítico. Nesse caso, de 

acordo com a Figura 8, os valores de Fcalculado para todas as substâncias de interesse 

foram menores do que seus respectivos valores de Fcrítico, logo a regressão linear 

para todos os analitos foi confirmada e aceita. 

 

V. 2. 4. Estudo dos limites de detecção e quantificação 

V.2. 4. 1. Limite de detecção (LD) 

O LD corresponde à menor concentração da substância de interesse que 

pode ser detectada, mas que não necessariamente pode ser quantificada, com certo 

limite de confiabilidade utilizando um determinado procedimento analítico 

(THOMPSON et al., 2002). 

Utilizou-se o método da relação sinal/ruído para o cálculo do LD. Neste, foi 

estabelecida uma comparação entre o sinal do ruído da linha base do cromatograma 

e o sinal da resposta dos analitos de interesse, na menor concentração conhecida  

na matriz (0,01µg/ml). Dessa forma, foi identificada uma concentração mínima na 

qual a substância pode ser detectada com confiabilidade. A relação sinal/ruído 

aceita como estimativa do limite de detecção 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 ruído da 

linha base do cromatograma (RIBANI et al., 2004; THOMPSON et al., 2002). 

Os valores dos LD para as substâncias analisadas no estudo são 

apresentados na Tabela 9. 
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Tabela 9: Limites de detecção das 25 substâncias analisadas em leite longa vida. 

Agrotóxico LD (mg/kg) 

Alfa - HCH 0,0005 
Hexaclorobenzeno 0,0006 

Beta - HCH 0,0007 
Gama - HCH 0,0002 
Delta - HCH 0,0002 

Clorpirifós Metil 0,0006 
Heptacloro 0,0005 

Aldrin 0,0007 
Clorpirifós Etil 0,0004 

Heptacloro Epóxido 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 quantificação (LQ) 

O LQ corresponde à menor concentração da substância de interesse que 

pode ser medida de maneira quantitativa, com precisão e exatidão, utilizando um 

determinado procedimento analítico (THOMPSON et al., 2002). 

Assim como feito no cálculo do LD, utilizou-se o método da relação sinal/ruído 

para o cálculo do LQ. Dessa forma, foi estabelecida uma concentração mínima na 

qual a substância pode ser quantificada com precisão e exatidão. A relação 

sinal/ruído aceita como estimativa do limite de quantificação 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 ruído da linha base do cromatograma (RIBANI et al., 2004; THOMPSON et 

al., 2002). 
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Os valores dos LQ para as substâncias analisadas no estudo são 

apresentados na Tabela 10. 

 

Tabela 10: Limites de quantificação determinados para as 25 substâncias analisadas 

em leite longa vida 

Agrotóxico LQ (mg/kg) 

Alfa - HCH 0,002 
Hexaclorobenzeno 0,002 

Beta - HCH 0,002 
Gama - HCH 0,001 
Delta - HCH 0,001 

Clorpirifós Metil 0,002 
Heptacloro 0,002 

Aldrin 0,002 
Clorpirifós Etil 0,001 

Heptacloro Epóxido 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 análise de 

resíduos de agrotóxicos descrito na presente dissertação. O fato é sustentado pelos 

valores estimados de LD e LQ, notadamente baixos. Assim sendo, este método se 

destaca por possibilitar a detecção de resíduos OCs, cujos LMR estabelecidos já 

não têm registro em função da noção de que a interrupção de seu uso os isenta do 

potencial residual em alimentos. Ademais, o presente método reporta LQ para o 

clorpirifós 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. Precisão  

 
V.2.5.1. Desvio Padrão Relativo (DPR) ou Coeficiente de Variação (CV) 

A repetitividade representa a concordância entre os resultados de medições 

sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condições de 

medição, chamadas condições de repetitividade. Essas englobam: mesmo 

procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob as mesmas 

condições, mesmo local e repetições em um curto intervalo de tempo (THOMPSON 

et al., 2002). 

Para o estudo da repetitividade do método, foram realizados testes com a 

adição das soluções intermediárias de concentrações 0,01µg/ml; 0,04µg/ml e 

0,15µg/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 solução intermediária de 

determinada concentração (fortificação). Transferiu-se para a coluna de permeação 

em gel e o restante do procedimento seguiu criteriosamente a metodologia descrita 

anteriormente para a mistura de padrões das substâncias de interesse. 

Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada solução intermediária 

de concentração diferente, totalizando 9 experimentos. 

A repetitividade foi expressa pela dispersão dos resultados entre todas as 

replicatas em cada concentração estudada através do cálculo do desvio padrão 

relativo (DPR%) e/ou coeficiente de variação (CV%). 

DPR % ou CV% = (sj  x 100)/y 

Onde: sj=desvio padrão das leituras j no nível de concentração estudado; 

 y=média dos resultados obtidos. 

O intervalo aceitável de variação para as análises de resíduos é menor ou 

igual a 20%. 

Entretanto, a amostra de leite utilizada como branco apresentou o analito 

clorpirifós etil e nesse caso em particular, os cálculos para exatidão e precisão 

requereram correções nos valores encontrados. Para tal, foi avaliado o valor da área 

do clorpirifós etil no branco e então, para cada concentração de fortificação foi 

subtraída a área do branco. 
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Os resultados dos coeficientes de variação se encontram na Tabela 11. 

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

Longa Vida 

Agrotóxico CV (%) 

Alfa - HCH 5,5 - 19,2 
Hexaclorobenzeno 4,9 - 17,7 

Beta - HCH 5,2 - 15,7 
Gama - HCH 5,0- 18,2 
Delta - HCH 5,4 - 18,2 

Clorpirifós Metil 4,0 - 10,4 
Heptacloro 5,4 - 16,2 

Aldrin 4,7 - 17,6 
Clorpirifós Etil 4,6 -8,8 

Heptacloro Epóxido 4,6 - 19,7 
Clordano 7,0 - 12,4 

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 5,8 - 16,7 

Endrin 7,6 - 18,5 
Beta - Endossulfan 6,3 - 18,7 

p,p' - DDD 5,6 - 17,4 
o,p' - DDT 7,5 - 18,4 

Endossulfan Sulfato 5,9 - 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. Exatidão 

A exatidão representa o grau de concordância entre os resultados individuais 

encontrados em um determinado ensaio e um valor de referência aceito como 

verdadeiro (THOMPSON et al., 2002). Os ensaios de exatidão foram realizados 

através da avaliação das taxas de recuperação dos analitos. 
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V.2. 6. 1. Taxa de recuperação 

A taxa de recuperação é a relação existente entre a quantidade do analito a 

ser analisado, obtido após seguir o procedimento analítico completo, e a quantidade 

adicionada no início do procedimento, expressa em porcentagem. 

Os intervalos aceitáveis de recuperação para a análise de resíduos estão na 

tabela 12. 

 

Tabela 12: Critérios de Aceitação da Recuperação de Método Quantitativo 

Concentração Faixa de recuperação aceitável (%) 

≤1µg/kg 50-120 

>1µg/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 analítico para a avaliação das taxas de recuperação dos 

analitos de interesse seguiu criteriosamente a metodologia abordada para o estudo 

da repetitividade. 

A avaliação estatística da exatidão foi executada através do cálculo do 

percentual esperado, ou seja, a relação percentual entre a abundância da área do 

analito encontrada, em cada concentração, e a abundância esperada (referente à 

concentração conhecida do analito).  

Conforme visualizado na Figura 9, todas as substâncias avaliadas 

apresentaram taxas de recuperação dentro do intervalo estabelecido pelo Codex 

Alimentarius (Tabela 12), exceto o mirex, que na concentração mais baixa, o valor 

da taxa de recuperação excedeu o limite preconizado (153%). Provavelmente isso 

se deveu a um interferente do branco (Figura 4), cujo pico se mostrou bem próximo 

ao pico do mirex, o que dificultou a identificação/quantificação. Dessa forma, a 

validação do presente analito não foi possível ser concluída, havendo a necessidade 

de estudos futuros. Vale ressaltar que em métodos multiresíduos é difícil obter 

resultados satisfatórios para todas as substâncias de interesse (SALAS et al., 2003) 
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Avaliação das Recuperações das Amostras Fortificadas
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Figura 9: Representação gráfica da avaliação das recuperações do branco do leite 

fortificado com as substâncias estudadas nas concentrações 1 (0,01mg/kg;), 3 (0,04 

mg/kg) e 5 (0,15 mg/kg).  

 

As barras marrons representam os valores das taxas de recuperação para a 

concentração 1. As barras bege correspondem aos valores das taxas de 

recuperação para a concentração 3 e as barras vermelhas representam os valores 

das taxas de recuperação para a concentração 5. As linhas azul clara e azul escura, 

ambas paralelas ao eixo x, representam respectivamente, os valores mínino (70%) e 

máximo (120%) das taxas de recuperação aceitáveis pelo Codex Alimentarius para a 

análise de resíduos de agrotóxicos. Note que de todas as substâncias analisadas, 

apenas o mirex apresentou valor de taxa de recuperação excedente à linha limite 

máximo de 120%, o que impossibilitou sua validação no presente método analítico. 

 

V. 3. Análise das Amostras de Leite Longa Vida 

Concluída a validação do método analítico proposto, procedeu-se com as 

análises das 20 amostras de leite longa vida. As referidas análises seguiram 

rigorosamente as etapas descritas em detalhe no processo de determinação do 

branco da matriz. 
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Cada amostra foi analisada quanto à presença de resíduos de alfa-HCH, 

HCB, beta-HCH, gama-HCH, delta-HCH, clorpirifós metil, clorpirifós etil, heptacloro, 

heptacloro epóxido, 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 são apresentados na Tabela 13. 

Observou-se que das 20 amostras de leite longa vida analisadas, 10% 

apresentaram resíduos de p,p` DDE variando de 0,009 a 0,015mg/kg, 50% resíduos 

de metoxicloro variando de 0,001 a 0,018mg/kg e em 75% foram detectados 

resíduos de clorpirifós etil entre 0,182 e 2,846mg/kg. As demais substâncias 

avaliadas apresentaram teores abaixo dos limites de quantificação do método 

analítico utilizado. 
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Tabela 13: Níveis de Organoclorados e Organofosforados em amostras de leite longa vida, 2005.  
Agrotóxico           

 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 

Clorpirifós 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 

Clorpirifós 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 Epóxido < 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 quantificação.
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Tabela 13: Níveis de Organoclorados (OCs) e Organofosforados (OFs) em amostras de leite longa vida, 2005 (cont.).  
Agrotóxico           

 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 

Clorpirifós 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 

Clorpirifós 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 Epóxido < 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 quantificação. 
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Vários países têm se preocupado com o monitoramento de resíduos de 

agrotóxicos no leite de vaca, principalmente os OCs. Essas substâncias apresentam 

elevada lipossolubilidade, estabilidade química e pronunciada ação residual, 

podendo se acumular nos tecidos adiposos dos organismos vivos e serem 

detectados no leite. Entretanto, os OCs tiveram seu uso proibido em função de suas 

principais características, anteriormente listadas. Conseqüentemente, foram 

gradativamente substituídos pelos OFs, não menos tóxicos do que os OCs, porém, 

menos persistentes do que eles (SALAS et al., 2003; PAGLIUCA et al., 2004).  

Poucos trabalhos de monitoramento de resíduos de agrotóxicos em leite de 

vaca vêm 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 São Paulo. Foram detectados isômeros 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 

presença de resíduos de OCs em amostras de leite de vaca pasteurizado coletadas 

no comércio da cidade de São Paulo. Os resultados das análises das 132 amostras 

de leite mostraram que 0,76% apresentaram resíduos de α – HCH (0,01mg/kg) e 

10,6%, resíduos de endosulfan (isômeros α e β) (0,01mg/kg). Não foram detectados 

resíduos de OFs , carbamatos e piretróides nas amostras analisadas.  

A tabela 14 apresenta os resultados reportados por estudos de 

monitoramento de resíduos de agrotóxicos em amostras de leite realizados em 

diversos países. Os achados desses estudos comprovaram que embora os OCs 

tenham sido proibidos na década de 70 na maioria dos países, seus resíduos 

continuam sendo detectados no leite. 
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Tabela 14: Resíduos de agrotóxicos encontrados em amostras de leite de vaca 

analisadas em diferentes países. 
Local Período 

Estudado 
Agrotóxicos 
Encontrados 

Resultados 
(mg/kg) 

Referência Observações 

Agra (Índia) - γ e β – HCH 
p,p`- DDE 
p,p`- DDT 
o,p`- DDT 

0,048 
0,055 
0,040 
0,01 

KUMAR et al., 
2005. 

Análise em leite 
total 

São Paulo 
(Brasil) 

1971 HCH 0,007-0,005 ALMEIDA & 
BARRETO, 1971. 

- 

São Paulo 
(Brasil) 

1980 α, β e γ – HCH 
 

0,03-0,48 LARA et al., 
1980. 

- 

Paso San Juan, 
Medellín e 
Tlalixcojan 
(México) 

- p,p`- DDE 
o,p`- DDT 

0,018-0,039 
0,026 

PARDIO et al., 
2003. 

Análise em leite 
total 

Veracruz 
(México) 

1998-2001 β – HCH 
p,p`- DDT 
p,p`- DDE 

0,087-0,106 
0,037-0,078 
0,033-0,051 

WALISZEWSKI 
et al., 2003. 

Análise na 
gordura do leite 

Jaipur (Índia) 1993-1996 p,p`- DDE 
aldrin 

heptacloro 
heptacloro 

epóxido 

0,030-0,246 
0,074-0,674 
0,52-1,442 

0,066-0,617 
 

JOHN et al., 
2001. 

Análise em leite 
total 

São Paulo 
(Brasil) 

1997-1998 endosulfan 
α - HCH 

 
 

0,01-0,15 
0,01 

CISCATO et al., 
2003. 

Análise na 
gordura do leite 

Lusiânia (Índia) 1999-2001 HCH (total) 
DDT (total) 

 
 

0,001-0,98 
0,001-0,46 

BATTU et al., 
2004. 

Análise em leite 
total 

Espanha - p,p`- DDE 
DDT (total) 
HCH (total) 

aldrin 
dieldrin 

clordano 
heptacloro (total) 

 

0,003-0,538 
0,002-0,538 

0,002-0,0756 
0,0003 

0,001-0,170 
0,002-1,004 
0,013-0,536 

MARTINÉZ et al., 
1997. 

Análise na 
gordura do leite 

Eslovênia 1994-1998 HCH (total) 
lindano 

DDT (total) 

0,003-0,008 
0,003-0,023 
0,007-0,091 

CERKVENIK et 
al., 2000. 

Análise na 
gordura do leite 

Veracruz 
(México) 

1996 HCH (total) 
α – HCH 
β – HCH 
γ- HCH 

DDT (total) 
o,p`- DDT 
p,p`- DDD 
p,p`- DDT 
p,p`- DDE 

HCB 
α – endosulfan 
β - endosulfan 

 

0,093-0,094 
0,011-0,020 
0,018-0,104 
0,014-0,052 
0,049-0,159 
0,044-0,014 
0,000-0,014 
0,036-0,141 
0,060-0,018 
0,006-0,019 
0,006-0,010 
0,006-0,010 

 

WALISZEWSKI 
et al., 1997. 

Análise na 
gordura do leite 

Maharashtsa 
(Índia) 

1999 α – HCH 
β – HCH 
γ - HCH 
δ – HCH 

HCH (total) 
TDE 
DDE 
DDT 

DDT (total) 

0,001-0,006 
0,002-0,015 
0,002-0,004 
0,002-0,002 
0,001-0,023 
0,003-0,011 
0,002-0,007 
0,009-0,019 
0,014-0,027 

PANDIT et al., 
2002. 

Análise na 
gordura do leite 

em pó 
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Tabela 14: Resíduos de agrotóxicos encontrados em amostras de leite de vaca 

analisadas em diferentes países.(cont.) 
 

Local Período 
Estudado 

Agrotóxicos 
Encontrados 

Resultados 
(mg/kg) 

Referência Observações 

Lucknow (Índia) - p,p`- DDE 
p,p`- DDT 
o,p`- DDT 
DDT (total) 
α – HCH 
β – HCH 
γ – HCH 
δ – HCH 

HCH (total) 

0,005-0,010 
0,002-0,010 
0,001-0,005 
0,014-0,033 
0,028-0,089 
0,020-0,115 
0,009-0,067 
0,004-0,009 
0,088-0,277 

NIGAM & 
SIDDIQUI, 2001. 

Análise em leite 
total 

Itália - clorpirifós etil 

acefato 

<0.02 

<0.1 

PAGLIUCA et al., 

2004. 

Análise em leite 
total 

México - diclorvós 

mevinfós 

forato 

dimetoato 

disulfoton 

parationa metílica 

malationa 

clorpirifós 

clorfenvinfós 

 

0.0146-0.2994 

0.0160-0.0354 

0.0481-0.1728 

0.010-0.0161 

0.0050-0.0170 

0.0068-0.0253 

0.0190-0.0271 

0.0133 

0.0117-0.2063 

SALAS et al., 

2003. 

Análise em leite 

total 

Rio de Janeiro 

(Brasil) 

2005 p,p`- DDE 

metoxicloro 

clorpirifós etil 

0,0085-0,0152 

0,0005-0,0179 

0,1822-2,8460 

Presente estudo Análise na 

gordura do leite 

em pó 

 

Os isômeros do agrotóxico DDT, encontrados nas amostras de leite 

analisadas no presente estudo (p,p’-DDE→ 0,009 - 0,015mg/kg) também foram 

detectados em outros países como Índia, Espanha, México e Argentina. Martinéz et 

al. (1997), na Espanha, analisaram a gordura de amostras de leite e encontraram 

principalmente resíduos de p,p’-DDE na faixa de 0,003 - 0,538mg/kg, dentre os 

isômeros do DDT. Os autores verificaram uma redução na detecção dos isômeros 

o,p’ nas amostras analisadas na Espanha. Comparando-se seus resultados com 

outros estudos realizados nesse mesmo país, Martinéz et al. (1997) notaram, 

unicamente, a presença de p,p’-DDT e p,p’-DDE e, atribuíram esse achado ao fato 

de que os isômeros p,p’ sejam química e metabolicamente mais estáveis do que os 

isômeros o,p’. A esse respeito, John et al. (2001) detectaram 0,030 - 0,246mg/kg de 

resíduos de p,p’-DDE em amostras de leite total analisadas na Índia entre os anos 

de 1993-1996. Nigam & Siddiqui (2001) analisaram nesse mesmo país, amostras de 

leite total e seus resultados mostraram a presença 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 Índia, estudo realizado em 1999 por Pandit et al. (2002), na gordura de amostras 

de leite em pó, reportou a presença de DDE numa faixa de concentração de 0,002 - 

0,007mg/kg e de DDT entre 0,009 e 0,019mg/kg. Estudo publicado em 2005 por 

Kumar et al. (Índia) revelou a presença 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 Índia confirmaram o uso atual de OCs, 

especialmente de DDT, no combate a propagação de vetores transmissores de 

doenças como malária. No México, Waliszewski et al.(2003) realizaram estudos da 

concentração 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 diminuição 

significativa nas concentrações dos isômeros do DDT nas amostras analisadas no 

ano de 2001, se comparado aos anos anteriores. Tal fato foi atribuído à substituição 

dos inseticidas OCs por piretróides no combate a malária, em 1999 no México. 

Embora os isômeros do agrotóxico HCH não tenham sido detectados nas 

amostras analisadas no presente estudo, a maioria dos trabalhos relacionados, 

inclusive os realizados no Brasil, os detectou em suas análises. Vale ressaltar que, 

comparando-se os resultados obtidos nesses estudos, pode-se concluir que o nível 

de contaminação com OCs vem diminuindo ao longo dos anos. Ainda em 1997-

1998, o trabalho realizado por Ciscato et al. (2002) reportou baixos níveis de 

resíduos de HCH no leite, fato não observado no estudo atual. 

Na análise da contaminação por metoxicloro no presente estudo, pudemos 

constatar que os níveis de resíduos 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 resíduos dessa substância nas amostras de leite 

analisadas. Em estudo publicado por Bordet et al., em 2002. os autores reforçam a 

importância do uso de pelo menos 2 colunas com fases estacionárias de diferentes 

polaridades ou o uso de um detector de massas para a clara identificação de 

agrotóxicos a fim de se excluir dados falso-positivos provocados pela co-eluição de 

compostos. Através de um estudo interlaboratorial de um método multiresíduo para a 

determinação de agrotóxicos OCs e piretróides bem como de bifenilas policloradas 

(PCBs) em amostras de leite, peixes, ovos e gordura de carne,vários resultados não 

se apresentaram confiáveis posto que 7 laboratórios participantes reportaram 

resultados positivos para determinada substância em uma amostra de leite, que não 

havia sido adicionada à matriz. Dessa forma, foram solicitados a esses laboratórios 
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os cromatogramas da amostra de leite analisada e, a avaliação detalhada indicou 

um pico no tempo de retenção da substância suspeita, confirmando a necessidade 

da injeção das amostras em duas colunas cromatográficas diferentes ou o uso de 

um detector de massas para a clara identificação de agrotóxicos. No estudo atual 

realizou-se a identificação e quantificação das substâncias de interesse através do 

uso de um micro-detector por captura de elétrons com fonte radioativa de Ni 63 e a 

confirmação dos resultados foi obtida com o uso de um detector seletivo de massas, 

assegurando assim, a confiabilidade de seus resultados. 

Além de OCs, um agrotóxico OF, o cloropirifós etil, foi detecdado nas 

amostras de leite analisadas no estudo atual. As concentrações variaram de 0,182 - 

2,846mg/kg. Salas et al. (2003) realizaram análises de amostras de leite total no 

México quanto ao teor de OFs. Os resultados confirmaram a presença de vários 

OFs, dentre eles o clorpirifós etil (0,013mg/kg), Ainda a esse respeito, foram 

confirmados resíduos de clorpirifós etil (menos do que 0,02mg/kg) nas amostras de 

leite totais analisadas na Itália (PAGLIUCA et al., 2004).  

Avaliando-se os resultados do presente estudo com os demais listados na 

tabela 14, pode-se observar que as concentrações de clorpirifós etil aqui reportadas 

para as amostras analisadas se encontraram em valores superiores aos reportados, 

mas não devem ser comparadas diretamente, uma vez que, a diferença significativa 

entre os valores detectados nas amostras analisadas e nos estudos realizados no 

México e na Itália, deve-se principalmente à realização de análise em gordura (no 

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

Cumpre mencionar que seu uso é autorizado nos países onde foram 

realizados os estudos. No México, os OFs são 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, algodão, batata, citros, feijão, maçã, milho, pastagens, soja, 

tomate e trigo; aplicação no solo nas culturas de batata e milho; aplicação direta nas 

culturas de banana e aplicação no controle de formigas (ANVISA, 2005). O 

clorpirifós etil é um agrotóxico 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 constituído por propriedades lipofílicas e 

conseqüentemente se acumula em tecidos ricos em gordura, sendo posteriormente 

também excretados através da gordura do leite. 
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A presença desses OFs nas amostras de leite analisadas contrasta com a 

opinião de alguns autores que consideram que os OFs são metabolizados tão 

rapidamente, que seus resíduos são raramente observados no leite (BLÜTHGEN & 

HEESCHEN, 1997 apud SALAS et al., 2003). Os resultados encontrados no 

presente estudo reforçam a importância e a necessidade do monitoramento de 

resíduos de OFs no leite, uma vez que essas substâncias, acima dos LMR 

permitidos, podem representar riscos para a saúde dos consumidores, 

principalmente para as crianças. 

As análises de alimentos de origem animal como o leite são mais difíceis de 

serem realizadas posto que se tratam de matrizes complexas, constituídas por uma 

série de interferentes. Dessa forma, as etapas de extração e purificação são cruciais, 

principalmente pelo fato dos OFs e OCs apresentarem estruturas químicas e 

propriedades físicas diferentes (PAGLIUCA et al., 2004). Vários estudos utilizam 

ácido sulfúrico no processo de limpeza dos extratos gordurosos uma vez que 

permite a precipitação quantitativa da gordura e a degradação dos ésteres de 

ftalatos que interferem na identificação cromatográfica desses compostos, 

permitindo assim, uma determinação mais acurada (WALISZEWSKI et al., 2003). 

Entretanto, é sabido que muitos OCs, como o aldrin, são sensíveis ao tratamento 

com ácido sulfúrico, o que pode acarretar baixas taxas de recuperação dessas 

substâncias. Neste estudo optou-se pela purificação dos extratos gordurosos das 

amostras de leite através das duas etapas de limpeza conforme já descritas no 

método analítico (cromatografia por permeação em gel-Biobeads SX-3 e 

cromatografia por adsorção-sílica gel desativada) para evitar problemas na 

identificação das substâncias de interesse mais sensíveis ao tratamento ácido, 

embora não se tenha conseguido solucionar os inconvenientes referentes aos picos 

de ftalatos, conforme visualizado nos cromatogramas dos testes realizados para a 

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

Durante o estudo do intervalo de trabalho, no processo da validação do 

método analítico, foi observada a ausência de detecção do dicofol. Embora essa 

substância integrasse o grupo dos analitos a serem estudados, não foi possível 

separá-la e identificá-la quando as soluções intermediárias para a construção da 

curva de calibração eram injetadas no CG/µDCE, motivando uma pesquisa mais 

aprofundada deste comportamento. O dicofol ainda apresenta uso permitido para 

algumas culturas tais como maçã, citros e algodão. Nessa etapa, observou-se que o 
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“liner” do injetor “recheado” com lã de vidro impedia a detecção do dicofol sendo 

substituído por um outro sem lã de vidro. No teste, foi possível identificar a 

substância e dar continuidade ao processo de validação do método analítico. Dessa 

forma, suspeita-se que a lã de vidro retenha ou decomponha o dicofol. Porém, para 

que tal fato seja comprovado cientificamente, faz-se necessária a condução de 

estudos futuros no sentido de evidenciar tal fato. 

O presente estudo não é o primeiro a relatar dificuldades com a validação de 

um método analítico para a análise 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 isômeros 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 são hidrolisados na presença de luz ou de temperaturas 

acima de 80ºC em 2,4`- diclorobenzofenona ou 4,4`- diclorobenzofenona. Assim 

sendo, muitos dos participantes nesse estudo, não apresentaram resultados para o 

o,p’-dicofol (7 dos 15 laboratórios participantes) e para o p,p’-dicofol (9 dos 15 

laboratórios participantes). A partir de tal constatação, todos os participantes foram 

notificados para que as respectivas condições cromatográficas fossem ajustadas, 

utilizando-se temperaturas mais baixas nos injetores. Porém, a variabilidade dos 

resultados encontrados dificultou a interpretação e conseqüentemente o método 

proposto para dicofol no leite, não pode ser validado. 

A detecção de OCs nas amostras investigadas ressalta a importância do 

monitoramento visando o controle e assegurando a qualidade do alimento 

consumido, embora a utilização tenha sido proibida há décadas e as monografias 

que estabelecem os LMR no país, canceladas. Sob essa observação, a detecção 

nas amostras analisadas representa uma não conformidade. Ressalta-se a detecção 

do clorpirifós etil na maioria das amostras (15 das 20 amostras) se considerando que 

a ANVISA estabelece um LMR não intencional de 0,01mg/kg em gordura de leite. 

Essa substância ainda apresenta uso permitido na aplicação foliar nas culturas de 

algodão, batata, café, cevada, citros, feijão, maçã, milho, pastagens, soja, sorgo, 

tomate e trigo; aplicação localizada na cultura de banana (saco para a proteção do 

cacho); aplicação no solo nas culturas de batata e milho e na aplicação no controle 

de formigas, apenas na isca granulada, conforme aprovação em rótulo e bula 

(ANVISA, 2005). 
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Concluindo, o presente trabalho demonstrou que o isolamento da gordura do 

leite na investigação 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 concentrações significativamente superiores àquelas permitidas pela ANVISA. 

Por fim, a partir dos dados apresentados, constata-se que a otimização e a validação 

do método presente trouxeram uma perspectiva inovadora sobre a necessidade da 

implantação de um programa de monitoramento de resíduos de agrotóxicos em leite 

de vaca e derivados consumidos pela população brasileira. 
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VI. Conclusões 

 

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

• os achados relatados quanto à sensibilidade do dicofol à lã de vidro contida 

em alguns “liners” atenta para o uso de “liners” revestidos internamente 

exclusivamente com agentes silanizantes; 

• as concentrações de alguns OCs reportadas no presente estudo, ressaltam a 

importância da existência de métodos analíticos sensíveis o suficiente para  a 

detecção de concentrações ínfimas dessas substâncias em alimentos, como 

ora demonstrado ; 

• as concentrações de clorpirifós etil encontradas em valores superiores 

àqueles estabelecidos pela ANVISA (0,01mg/kg) reforçam a necessidade do 

monitoramento de resíduos de OFs no leite, uma vez que essas substâncias, 

quando presentes em LMR acima dos permitidos, podem representar riscos 

para a saúde dos consumidores, principalmente as crianças; 

• o presente trabalho demonstrou que o isolamento da gordura do leite na 

investigação dos contaminantes OCs e OFs (clorofosforados), constitui em 

etapa fundamental do processo;  

• o método analítico desenvolvido e validado no presente estudo se mostrou 

adequado para o que se propõe, posto que todos os parâmetros estatísticos 

avaliados se apresentaram em concordância com o estabelecido pelos órgãos 

reguladores como o Codex Alimentarius, o INMETRO e a ANVISA, para as 

análises de resíduos de agrotóxicos em alimentos; 

• o método de análise proposto apresentou sensibilidade e eficiência 

adequados e necessários para o monitoramento de resíduos de agrotóxicos 

em matrizes gordurosas como o leite. 
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Anexos 
 

Anexo A: Estruturas moleculares das substâncias analisadas 

Substância Estrutura Substância Estrutura 

Alfa - HCH Aldrin 

 

Hexaclorobenzeno Clorpirifós Etil 

 

Beta - HCH Heptacloro Epóxido

 

Gama - HCH Clordano 

 

Delta - HCH o, p' - DDE 

 

Clorpirifós Metil Alfa - Endosulfan 

 

Heptacloro Dieldrin 
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ANEXO B (cont.)

Substância Estrutura Substância Estrutura 

p,p' - DDE Endosulfan Sulfato

o,p' - DDD p,p' DDT 

Endrin Dicofol 

Beta - Endosulfan Metoxicloro 

p,p' - DDD Mirex 

o,p' - DDT - - 
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Anexo B. Valores das variáveis utilizadas para os cálculos da linearidade dos 
analitos de interesse. 
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