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RESUMO

CISCATO, C. H. P. Residuos de praguicidas em amostras de ovo
comercializado na cidade de Sao Paulo. 2008. 105 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2008.

O uso de praguicidas na agricultura e pecuaria pode acarretar sérios problemas a
saude dos seres humanos e dos animais. O controle da presenca destas
substancias nos alimentos e no meio ambiente sdo um instrumento importante para
minimizar o risco da exposicido a estas substancias. No Brasil, as informacgdes sobre
residuos de praguicidas sao insuficientes, especialmente quando se trata de
produtos de origem animal. Um importante nutriente na dieta dos seres humanos é o
ovo, principalmente na dieta infantil. De acordo com a FAO o Brasil ocupa o 7° lugar
na producédo de ovos com 1,72 milhdes de duzias por ano e um consumo per capita
de 1,7 kg/ano (IBGE, 2003). Embora o consumo de ovos no Brasil seja um aspecto
importante a maior parte da producdo € exportada para outros paises,
principalmente, Arabia Saudita, China, Japdo e Holanda. Este estudo foi
desenvolvido no periodo de Janeiro de 2004 a Dezembro de 2006, um total de 150
amostras de ovos foram coletadas no mercado e avaliadas para a presenca de
residuos de praguicidas organoclorados, organofosforados e piretréides. O método
utilizado nas analises para determinar os residuos de praguicidas nas amostras foi o
DFG S19. Este método consiste em extragdo com solvente orgéanico, etapa de
particdo com diclorometano e purificagdo com o emprego de cromatografia de
permeacao a gel e mini-coluna de silica gel. Para a identificagdo e quantificagao foi
utilizada a metodologia analitica de cromatografia gasosa com detectores de captura
de elétrons, nitrogénio/fésforo e fotométrico de chama. Os estudos de recuperagéo
estiveram dentro da faixa de 70 a 120%. Os resultados das analises mostraram que
o herbicida alacloro foi detectado em 0,7% das amostras analisadas e a sua
contribuicdo para a ingestao diaria crénica foi avaliada. Este praguicida ndo possui
LMR em ovo, assim como o parametro de ingestdo diaria aceitavel nao foi
estabelecido, porém a presengca em ovo pode ser atribuida a alimentacdo dos
animais e este praguicida devido a presencga de cloro na molécula pode contribuir

para o risco crénico a saude humana. Embora apenas uma amostra tenha tido um



resultado positivo, o controle dos alimentos destinados a populagcdo sdo um

importante fator a ser controlado para garantir a saude da populagéao.

Palavras-chave: Praguicidas. Residuos. Ovo. Ingestdo diaria aceitavel. Risco a

saude.
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ABSTRACT

CISCATO, C. H. P. Pesticide residue in egg samples commercialized in Sao
Paulo City. 2008. 105 f. Thesis (Doctorate) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

The use of pesticides in agriculture and livestock can cause serious problem for
human beings and animal health. The control of these substances in food and in the
environment is an important instrument to minimize these risks. In Brazil information
about pesticide residues on food are insufficient, especially for animal products. An
important nutrient supply on human diet is the egg, it provides several nutrients
especially for children. According to FAO Brazil is the 7" in world ranking production
and produces 1.72million dozen/year and the consumption is around 1.7 kg/year
(IBGE, 2003). Despite of the Brazilian scene the consumption per capita almost of
egg production is exported to other countries and the main countries are Saudi
Arabia, China, Japan and Netherlands. The study was developed from January 2004
to 2006, 150 egg samples were collected from the national market and evaluated for
pesticide residues of organochlorine, organophosphorus and pyrethroids pesticides.
A multiresidue method were employed to determinate the pesticide in samples. The
method uses an organic solvent extraction, a partition with dichloromethane and
purification step by gel permeation chromatography (GPC) and silica gel column. For
identification and quantification it was used gas chromatography techinique with
ECD, NPD and FPD detectors. The recoveries for the method were within 70 to
120%. The results of the analysis showed that the herbicide alachlor were detected in
0.7% of the samples and the chronic dietary intake was evaluated. The pesticide
does not have a proper use in egg, no MRL established and no ADI parameter. The
presence could be attributed to feed contamination and the contribution to health risk
could be detached once it has a chlorine molecule which could contribute to chronic
diseases. Although only one sample was positive to pesticide residues this result is
important to food quality control and consumer health. It helps to emphasize the risk

studies on pesticide residues on animal and vegetable food.

Keywords: Pesticides. Residues. Egg. Chronic dietary intake. Health risk.
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1 INTRODUGAO

O “alimento” devido a sua importancia para a manutencao das populacdes de
seres vivos deve estar disponivel e em quantidade suficiente, possibilitando desta
forma o fornecimento de carboidratos, de proteinas, de sais minerais e de vitaminas
importantes para o desenvolvimento.

No meio ambiente cada ser vivo possui uma forma diferente de conseguir os
nutrientes adequados a manutengdo da vida. Os seres humanos, gragas a
capacidade de adaptacao e criacdo, passaram por transformacdes na forma de
obtencdo e nos habitos alimentares. Estas modificagcdes incluem técnicas de
producdo de alimentos, processos de urbanizagdo e, mais recentemente, a
globalizagao, também chamada de transigdo nutricional

As mudancas na dieta alimentar levaram a um aumento na expectativa de
vida da populagdo. Com todas as modificagdes decorrentes do desenvolvimento e
do crescimento da populagao, ficou valorizado o conceito de que ha necessidade de
se produzir mais comida e que a distribuicido das mesmas seja feita para as
diferentes partes do mundo. Desta forma, os alimentos passaram para a categoria
de industrializados e os consumidores viram crescer as oportunidades de conhecer
produtos provenientes de regides distantes, ampliando as opg¢des de escolha.

Os alimentos produzidos normalmente para a manutencao da populacéo sao,
além da agua, os de origem vegetal e os de origem animal. Dentre os alimentos de
origem animal que tém importancia dentro da produgao de alimentos, destaca-se o
ovo. Este produto, formado pelas aves que apds a fecundagao origina um outro ser
vivo, possui, quantidade de nutrientes suficiente, para o desenvolvimento do embridao

e também pode ser uma fonte nutritiva para outros animais, inclusive o homem.
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Na parte nutritiva dos ovos, formada pela clara e pela gema é possivel
encontrar agua, sais minerais, carboidratos proteinas e gorduras, sendo que 12,5%
correspondem as proteinas e 10,8% as gorduras. Devido a estas caracteristicas
nutricionais o ovo é considerado uma excelente fonte alimentar, contribuindo para os
seres humanos com 4% da quantidade de energia e nutrientes necessarios para a

manutencgao da vida (EGGS; NUTRITION, 2004).

1.1 OVO

O ovo pode ser definido como um produto de biotransformacido onde as aves
a partir de recursos alimentares de baixo valor nutritivo produzem um produto de
elevada qualidade nutricional (BENEZ, 1997).

Uma ave poedeira pode botar até 320 ovos/ano, sendo que, por ano a ave é
capaz de produzir 2.300 g de proteinas ricas em aminoacidos essenciais e 2.000 g
de gorduras ricas em fosfolipidios importantes, além de vitaminas (BENEZ, 1997).

Os diferentes nutrientes encontrados nos ovos e que contribuem na dieta

alimentar dos seres humanos estao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Constituintes do ovo e contribuicdo na dieta alimentar

% de nutriente na dieta alimentar

Constituinte Quantidade

no ove Homem Mulher
Peso 51,69 - _
Agua 38,8 g ; ]
Energia 76 keal 3 4
Proteina 6,59 12 14
Carboidrato tragos - .
Gordura 569 ) )
Sodio 72 mg 4,5 45
Potassio 67 mg 3 3
Calcio 29 mg 4 4
Fosforo 103 mg 19 19
Magnésio 6,2 mg 2 o
Ferro 1 mg 7 11
Zinco 0,7 mg 10
Cobre 0,04 mg
lodo 27 mg 19 19
Cloro 83 mg
Enxofre 93 mg - .
Selénio 6 g 10 8

Fonte: (EGGS; NUTRITION, 2004).

Este alimento além de contribuir na dieta alimentar, por ser uma importante
fonte de nutricdo, também pode fornecer outras substancias que quando
administradas as aves podem fazer parte dos ovos (BENEZ, 1997). Durante a
producao de ovos, aditivos alimentares, vitaminas, sais minerais, medicamentos e
outras substancias sdo administrados as aves. No Brasil, sabe-se que pigmentos
naturais como o “SunRed” podem ser utilizados por granjeiros com a intencao de

alterar a cor da gema dos ovos. Este produto a base de paprica favorece a
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coloragdo amarelada ou alaranjada da gema dos ovos, adequando o0 mesmo aos
critérios de qualidade exigidos para a exportacdo deste alimento e para a
comercializagdo em nivel nacional (MONTEIRO, 2005).

O fato de varias substancias quimicas poderem ser administradas as aves
mostra a importancia de se avaliar o que é fornecido como elementos nutricionais ou
0 que é utilizado como tratamento para manutencido da saude dos animais. Sabe-se
que os praguicidas sao utilizados na agropecuaria no combate a insetos, acaros e
doencas dos animais. Estas substancias quimicas podem contaminar indiretamente
o alimento produzido por estes individuos, expondo assim os seres humanos aos
diversos tipos de contaminantes.

No Brasil existem alguns padrdées nas caracteristicas dos ovos para o
consumo humano que levam em consideracao a cor, a textura da casca, o tamanho
do ovo, além de condi¢cdes de armazenamento e presenca de aditivos. Assim, o
Decreto n° 56.585 de 20/07/1965 referente a, “Nova especificacdo para a
classificagao e fiscalizagao do ovo”, em seu artigo 1° explicita: “pela designacéo de
ovo, entende-se o0 ovo de galinha, sendo os demais, acompanhados da indicagao da
espécie de que procedem”. Os ovos séo classificados em grupo de acordo com a
coloracéo da casca e do peso. Quanto a cor, o ovo é classificado como branco e de
cor; quanto a classe, o ovo é classificado em A, B e C que diferem quanto a textura
da casca, tamanho da camara de ar e qualidade da clara e da gema. Ainda dentro
da classificagdo dos ovos, estes sao classificados em extra, 60 g; grande, 55 g;
médio, 50 g e pequeno, 45 g. Os ovos devem ser acondicionados em embalagens
padrées com as respectivas classificagdes indicadas na embalagem.

Os ovos também recebem uma classificagdo relacionada a identidade e

qualidade do ovo integral que considera o tipo de processamento que tenha sido
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aplicado, como: resfriado, congelado, pasteurizado/resfriado,
pasteurizado/congelado e desidratado — Resolugdo n°005 de 05/07/1991 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A composicao e fatores
essenciais a qualidade deste alimento também se encontram citados na referida
Resolugao. Esta resolugao ainda trata de aditivos intencionais e coadjuvantes de
tecnologia de fabricagdo, porém ¢é importante salientar que as normas nao
consideram os estudos de controle de qualidade para a determinacdo de
contaminantes, tais como, os praguicidas.

No Brasil a producdo é de 2.515.773 duzias de ovos/ano, o que corresponde
a 183.494.626 galinhas poedeiras (BRASIL, 2004). A maior parte desta produgéo é
exportada para paises como a Arabia Saudita, China, Japdo e Holanda (256,0;
131,7; 100,6 e 70,4 mil duzias de ovos, respectivamente — BRASIL, 2004),
colocando o Brasil em 7° lugar na produgdo mundial de ovos (FAO, 2007). O ovo
esta no mercado brasileiro como um dos 100 principais produtos de comercializagao
interna (IBGE, 2008) e o consumo per capita é de 94 ovos/ano (BERTECHINI,
2004), sendo que na cidade de S&o Paulo ele é distribuido por mais de 1.017
estabelecimentos comerciais, desde grandes redes de supermercados até pequenos
comércios e distribuicao caseira.

No estudo feito pelo IBGE, em 2004 pode-se identificar a aquisicao de ovos
por regiao do pais e consumo per capita. A amostragem foi feita em domicilios
permanentes/particulares, sendo identificados como unidade basica de consumo, e
revelou-se que a aquisicao per capita de ovos de galinha por regido é: regidao Sul
5,521 kg; regido Sudeste 0,098 kg; regidao Centro-Oeste 2,182 kg; regido Nordeste
1,848 kg e regiao Norte 2,488 kg. Neste estudo constatou-se, ainda, que a aquisigao

per capita esta relacionada a faixa de renda. Apesar de ser um alimento disponivel,
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de alto poder nutritivo e barato para toda a populagdo, observou-se que os
individuos de baixa renda consomem menos ovos (IBGE, 2004). Santos Filho e
Shlindwein (2007) comentaram que os dados do POF (Pesquisa de Orgamentos
Familiares) do IBGE nao consideram o consumo de ovos fora do domicilio, aqueles
ingeridos na forma de bolos, doces, biscoitos, burguers etc., aqueles consumidos
nos periodos festivos (Pascoa, Festas Juninas, Natal etc.), além de n&o considerar a
distribuicao populacional das areas rurais e urbanas.

O panorama do consumo de ovo no Brasil mostra que este alimento é
importante na dieta alimentar do brasileiro, assim como é um importante produto de
exportagdo para outros paises onde desempenham papel fundamental na dieta,
como, por exemplo, a China. Neste contexto, a contaminacdo deste alimento,

principalmente por praguicidas, € um aspecto importante a ser discutido.

1.2 CONTAMINACAO ALIMENTAR

A contaminacdo dos alimentos, como, por exemplo, o ovo, ocorre
principalmente devido a necessidade de fazer uso de substancias quimicas que
administradas aos animais, aplicadas aos locais de alojamento ou adicionadas a
alimentacao das aves podem ser detectadas no produto final destinado ao consumo
por animais e, principalmente, pelos seres humanos. Estas substancias quimicas
sao caracterizadas como aditivos alimentares e no caso dos praguicidas sao
chamados de aditivos alimentares nao intencionais por serem resultado do meio
ambiente de producgéo do alimento (HAYES; CAMPBELL, 1986).

Os aditivos alimentares nao intencionais consistem em uma classe de

substancias quimicas que ndo sido naturais dos alimentos ou de um propésito de
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producao tecnoldgica. Uma variada série de caminhos, incluindo o meio ambiente
onde o alimento foi produzido, processado e armazenado, € responsavel pela
presenca dessas substancias nos alimentos.

O numero total de substancias quimicas que podem contaminar os alimentos
€ desconhecido, porém pode variar de acordo com a técnica agropecuaria
empregada.

Nos animais existem duas fontes principais de contaminagao dos alimentos
produzidos por eles: 1. Produtos de uso veterinario e 2. Produtos utilizados na
alimentagdo. Em geral os produtos utilizados na dieta dos animais ou de uso
veterinario devem ser suspensos ou administrados antes da comercializacdo do
alimento. Estima-se que 100% das aves recebam alimento com suplemento de
antibiéticos, nos Estados Unidos da América — EUA — (HAYES; CAMPBELL, 1986) e
que 80% da proteina animal consumida neste pais sejam provenientes de animais
que foram expostos a estes alimentos ou medicamentos. O uUnico problema na
determinacgao do potencial de perigo a saude humana associada a presenga dessas
substancias é o fato delas poderem ser biotransformadas nos animais, formando um
grande numero de metabdlitos com estrutura molecular diferente da original e de
toxicidade elevada. Sabe-se que nos organismos animais as moléculas quimicas
geralmente sdo oxidadas, o que facilita a sua hidrossolubilidade, e que pode
acarretar em uma diminui¢cdo da toxicidade, porém o inverso também pode ocorrer,
formando substancias mais téxicas para o ser vivo. Desta forma, nos produtos de
origem animal pode-se encontrar ndo apenas a molécula original, bem como os
metabdlitos conjugados ou ndo e os residuos, conjugados ou nao.

A presenca de possiveis substancias quimicas nos alimentos de origem

animal dificilmente ira causar danos toxicolégicos agudos quando este alimento for
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consumido, porém niveis de residuos de alguns produtos como os praguicidas
podem causar problemas apds a exposicao cronica. Este conceito esta relacionado
aquele de carcinogenicidade, um dos principais fatores quando se trata de
praguicidas, principalmente devido ao efeito cumulativo destas substancias. Este
efeito estd diretamente associado aos valores de residuos de praguicidas
encontrados nos alimentos que estdo associados aos limites maximos de residuos
(LMR); esses tiveram suas origens no inicio do século passado. Em 1906, nos EUA
o The Pure Food and Drug Act elaborou a primeira lei nacional sobre a seguranca
dos alimentos (HAYES; CAMPBELL, 1986). Em 1938, a partir desse primeiro, criou-
se 0 Food and Drug Cosmetics e, em 1954, surgiu o primeiro tratado quanto ao
controle de residuos de praguicidas estabelecendo os LMRs (HAYES; CAMPBELL,
1986). Desta forma, iniciou-se o conceito de qualidade dos alimentos que tem
grande valor econdmico e que atualmente € uma barreira importante no agronegécio
mundial.

Atualmente alguns protocolos de estudo vém sendo elaborados pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS ou WHO — World Health Organization) para
serem utilizados pelos diversos paises com a intengcéo de garantir uma dieta segura,
isto é, “livre de contaminantes toxicos”, como os praguicidas. Uma das colocagbes
do grupo de estudos GEMS/FOOD (Global Environment Monitoring System/Food
Contamination Monitoring and Assessment) estabelecido pela OMS é que os paises
devem fazer estudos de monitorizacido dos alimentos e que os resultados obtidos
devem ser comparados aos padrdes nacionais e internacionais existentes. Nestes
estudos, um fator importante que deve ser considerado quanto a contaminacao de

alimentos é a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) das substancias quimicas, que podem
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contaminar os alimentos e que deve ser levado em conta quando se estudam
praguicidas (WHO, 2005).

A IDA considera a exposicdo dos individuos as substancias quimicas
presentes nos alimentos durante toda a vida e este valor deve ser utilizado no
estabelecimento do LMR de um praguicida para um determinado alimento. Quando
se trata de IDA e LMR nos alimentos, surge o conceito de analise de risco. De
acordo com o Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2001) os critérios basicos a serem
avaliados na analise de risco sdo: 1. Identificacdo do perigo; 2. Caracterizagdo do
perigo; 3. Exposicao e contribuicdo e 4. Caracterizagao do risco.

Dentro da identificagcao do risco para produtos de origem animal destacam-se
os residuos de medicamentos de uso veterinario e aqueles que alteram a producao
animal, também chamados de aditivos zootécnicos ou promotores de crescimento
(PALERMO NETO, 2006). Os LMRs sao estabelecidos pelo equivalente da
substancia estudada e, por razdes praticas, a exposi¢ao do consumidor considera o
total dos residuos de aspecto toxicolégicos significantes derivados da
biotransformag¢ao da substéncia no animal. Ha duas exceg¢des a regra: quando a
substancia gera residuos ligados e quando a contribuicdo do risco esta claramente
definida em efeito farmacoldgico adverso.

A caracterizacdo do perigo é feita com base nos estudos farmacolégicos
realizados em animais de laboratério, nos quais é identificada a correlagao entre a
dose administrada e o efeito observado, sendo escolhido o “nivel” onde n&o se
observa efeito toxicoldégico adverso aos animais de laboratério, isto €, NOEL (No
Observed Effect Level). Para os seres humanos o fator de seguranca € geralmente

de 100 vezes (10 vezes a chance do ser humano ser mais sensivel do que o mais
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sensivel dos animais de laboratério e 10 vezes da variabilidade genética), caso nao
seja possivel estabelecer a NOEL, ndo se estabelece a IDA.

Contribuicao da exposicao € estabelecida através da dieta alimentar e da
estimativa da exposicdo do consumidor. A exposicao esta relacionada ao consumo
diario de diferentes alimentos e a quantidade de residuos de praguicidas presentes
nos mesmos. Assim, a severidade ou potencial de efeitos adversos a saude do
consumidor € chamado de caracterizagao do risco.

Seguindo com a avaliagdo de risco, o0s praguicidas geralmente séao
classificados como carcinogénicos quimicos, pois podem induzir ou produzir a
formagdo de cancer. A exposicdo humana aos praguicidas veiculados pelos
alimentos acontece quando estes sao incorporados ao alimento, ou ao meio
ambiente por diversas vias e que, desta forma, podem contaminar o suprimento de
alimentos durante a sua produgcdo agropecuaria, o processamento, o0
armazenamento e a embalagem.

De acordo com a natureza quimica, os praguicidas organofosforados,
carbamatos e piretroides sdo aqueles chamados de ligeiramente residuais, pois
podem permanecer no ambiente de 1 a 12 semanas, seguidos dos herbicidas
derivados da uréia que permanecem no ambiente de 1 a 18 meses e, finalmente,
pelos organoclorados que sao chamados de altamente residuais podendo
permanecer no ambiente por 2 a 5 anos (MiDIO; MARTINS, 2000).

Apds o estabelecimento da IDA e com base nos aspectos toxicoldgicos e
avaliagao de risco dos praguicidas, os resultados podem ser utilizados para o
estabelecimento dos LMRs para cada praguicida nos diferentes alimentos.

Os LMRs sao resultados dos estudos de campo, observadas as Boas Praticas

Agricolas (BPA) e por consequéncia o residuo remanescente do praguicida é
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adotado como valor para a cultura estudada. Quando a somatéria dos valores dos
LMRs de um praguicida para os diferentes tipos de alimentos resultar em um valor
inferior a IDA, os LMRs encontrados podem ser utilizados. Se a somatoria
ultrapassar a IDA deve-se escolher quais culturas poderao ser produzidas com o uso
do praguicida.

A avaliagao toxicoldgica do praguicida é feita a partir do valor da IDA do
praguicida e dos LMRs, sendo chamado de Ingestao Diaria Tedrica Maxima (IDTM)
do praguicida (GEMS/FOOD, 1997). Assim, tem-se:

IDTM =Y LMR x F4

Onde: LMR = limite maximo de residuos estabelecido pela legislagao nacional

ou a quantidade de um residuo encontrada na amostra analisada.
F1 = consumo per capita de um alimento/dia de acordo com dados de
consumo obtidos do IBGE, 2004.

A IDTM ¢é calculada em mg/pessoa/dia ou em mg/peso corporeo/dia, sendo
considerado no Brasil o uso de 60 kg para um individuo adulto e como 20 kg para
uma crianca.

A partir do calculo da IDTM é possivel verificar a contribuicdo do praguicida
na dieta alimentar, sendo que, para a seguranga do consumidor, deve-se considerar
como sendo a %IDA<100.

No Brasil, atualmente para o estabelecimento de LMR, estes estudos
toxicologicos estdo sendo levados em consideragdo. De acordo com o Decreto no.
98.816, de 11 de janeiro de 1990, residuo de praguicida é “a substancia ou mistura
de substancias remanescentes ou existentes em alimentos ou no meio ambiente,
decorrente do uso ou nao de agrotdoxicos e afins, inclusive qualquer derivado

especifico, tais como produtos de conversao e de degradagao, metabdlitos, produtos
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de reagao e impurezas, considerados toxicolégica e ambientalmente importantes”.
Internacionalmente, o Codex Alimentarius (FAO/WHO, 1993) descreve o LMR como
sendo a concentragdo maxima de um residuo de praguicida (expressa em mg/kg)
legalmente permitida em uma cultura ou ragdo animal e recomendada pela
Comissao do Codex Alimentarius. O LMR é baseado nas Boas Praticas de Campo
(BPC ou GAP — Good Agricultural Practices) no qual o alimento proveniente destes
estudos gera resultados onde se estabelece o LMR. Os valores de LMR
estabelecidos pelo Codex Alimentarius sao utilizados primeiramente no comércio
internacional e sao derivados de estimativas feitas pelo grupo de analistas de
residuos de praguicidas (JMPR — Joint Member of Pesticide Residues). Segundo o
JMPR deve-se observar o valor do residuo de praguicida e sua contribuicdo
toxicologica e deve ser feita revisdo dos estudos de residuos em ensaios de campo
supervisionado, incluindo os estudos que refletem em BPC nacionais. Os dados
resultantes de estudos de campo onde a maior dose nacional (recomendada,
autorizada ou registrada) foi utilizada s&o incluidos nesta revisdo. Para acomodar as
variagdes nacionais nos requisitos para controle de pragas o Codex Alimentarius
leva em consideracdo os niveis dos estudos de campo que sido considerados
efetivamente representativos.

Atualmente, outro fator tem sido levado em consideracdo quando se trata da
saude do consumidor, é a Dose Aguda de Referéncia (RDf — Reference Dosage
factor), que corresponde a uma quantidade de substancia quimica presente em um
alimento e/ou agua de beber, normalmente expresso em peso corpéreo, que pode
ser ingerido em um periodo de 24 h ou menos sem que cause risco apreciavel a
saude do consumidor. A RDf vém sendo estabelecida como o limite saudavel de

seguranga, quanto ao risco a saude, isto é, quando os valores encontrados estéao



28

abaixo do RDf ndo ha risco de exposicdo aguda aos residuos, principalmente para
0s praguicidas.

A exposig¢ao aos residuos de praguicidas € considerada um fator importante
para a saude do consumidor. Sabe-se que os individuos expbéem-se por meio dos
alimentos e também por outros produtos que possam conter praguicidas, como por
exemplo, xampus. Desta forma, a questdo sobre o LMR ser seguro ou ndo esta
relacionada principalmente aos estudos de monitoramento de residuos de

praguicidas nos alimentos.

1.3 PRAGUICIDAS

O uso dos praguicidas, principalmente na agropecuaria intensiva, a repeticao
de cultivos em uma mesma area e o uso inadequado em animais de produgao para
o0 combate de pragas e doengas, principalmente aquelas transmitidas por vetores,
tem levado a um desequilibrio biolégico, diminuindo o numero de algumas espécies
de seres vivos, assim como contaminando o meio ambiente.

Um dos primeiros praguicidas utilizados pelo homem foi o enxofre ha 2700
anos. O uso deste composto favoreceu o aparecimento do sulfato de cobre que foi
inicialmente utilizado no continente europeu por volta de 1800 para o combate de
fungos. Além do enxofre, as piretrinas, extraidas do crisantemo foram utilizadas
como praguicidas por volta de 1885. Com a expansdo da agropecuaria, outros
compostos foram surgindo e em 1931 passou-se a estudar as caracteristicas
fungicidas dos ditiocarbamatos (DIERKSMEIER, 2001).

Os inseticidas e/ou acaricidas organoclorados, organofosforados e

carbamatos sdo chamados de inseticidas de segunda geragéo e surgiram na década
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de 1930, sendo o DDT um dos principais representantes dos organoclorados que
teve seu uso introduzido como praguicida a partir de 1939. O DDT foi muito utilizado
durante a 22. Guerra Mundial no combate de vetores e, posteriormente, foi levado a
agricultura e também a pecuaria (HUTSON; ROBERTS, 1985). Devido ao sucesso
do DDT, outras moléculas de organoclorados foram desenvolvidas, como o aldrim,
dieldrim, endrim, clordano e heptacloro. Os organoclorados devido a sua
persisténcia no meio ambiente, ainda podem ser encontrados sendo de grande
importancia os estudos de residuos nos alimentos. Entre os outros organoclorados,
o HCH ainda pode estar presente em alimentos como o leite, principalmente devido
ao uso em campanhas sanitarias, sendo que, Ciscato et al. (2000) detectaram a
presenca deste praguicida em amostras de leite comercializado na cidade de Sao
Paulo.

Um aspecto importante, principalmente para os praguicidas organoclorados, é
que em aves estes produtos alteram o metabolismo de calcio fazendo com que os
ovos produzidos por estes animais apresentem uma espessura menor da casca,
assim a mesma fique fragil e quebradi¢a, prejudicando o desenvolvimento do
embrido. Os hormébnios esterdides também podem ser alterados na presenca de
praguicidas organoclorados, uma vez que estes agem no metabolismo animal como
indutores das enzimas microssomais hepaticas.

Quanto aos praguicidas organofosforados, estes tiveram como seu primeiro
representante o0 inseticida parationa, que foi sintetizado em 1944. Os
organofosforados tém como vantagem um grande numero de variagdes em sua
estrutura quimica em torno do fésforo, o que confere uma série de diferengas nas

propriedades fisico-quimicas, estabilidade e seletividade. Essas caracteristicas
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favoreceram o emprego dos organofosforados na agricultura e pecuaria,
principalmente devido a pronta degradagcdo no meio ambiente (HUTSON, 1985).

Entre os praguicidas carbamatos, o primeiro inseticida sintetizado foi o
carbaril em 1953. Assim como os organofosforados, sua estabilidade e seletividade
sdo favoraveis para o seu emprego na agropecuaria, pois sdo mais seguros para o
meio ambiente e a saude dos animais, quando comparados aos organoclorados.

Os inseticidas de 32 geragao sao classificados em inseticidas reguladores de
crescimentos de insetos, como, por exemplo, o Bacillus thuringiensis e os inseticidas
piretroides.

Os inseticidas piretroides sédo facilmente biotransformados no organismo e,
desta forma, ha poucas evidéncias que sugiram uma toxicidade crbnica para estes
compostos. Por serem ésteres, sdo compostos facilmente biodegradados no meio
ambiente deixando assim poucos residuos nos alimentos.

Quanto aos fungicidas, estes apresentam varias classificagcbes e em geral
baixo risco de intoxicagcdo e contaminagao para o meio ambiente. Deve-se salientar,
porém, que uma das principais caracteristicas de muitos fungicidas é a
mutagenicidade.

Um grupo de grande importancia, devido ao uso acentuado na agricultura,
sdo os herbicidas. Uma das substancias mais antigas utilizadas com o propésito de
combater ervas daninhas foi o sal comum (PFLANZENSCHUTS, 1983). As plantas
daninhas competem com a planta que se deseja cultivar e, por isso, ha necessidade
de combater seu crescimento. Apenas em 1940, apds a descoberta do 2,4,D, o uso

de herbicidas na agricultura passou a ser mais intenso.
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Os herbicidas, assim como os fungicidas, sao classificados em varios grupos
que diferem quanto a natureza quimica e também o modo de agao sobre o
organismo alvo (KLINGMAN et.al., 1975).

Dentro do panorama mundial quanto ao consumo de praguicidas, o Brasil
ocupa o 8° lugar no mundo com 3,2 kg/ha (CARBONE et al., 2005). Os praguicidas
sao divididos também em diferentes classes, que sdao numeradas de | a IV de acordo
com o grau toxicolégico do maior () para o menor (IV) e as vendas no pais estéo
distribuidas da seguinte maneira: classe Ill > 1l > |V > | (CARBONE et al., 2005). O
emprego amplo dos praguicidas, ao lado de vantagens para a agropecuaria, pode
acarretar sérios problemas a saude humana e animal. A presenca de residuos
toéxicos nos alimentos e no meio ambiente tém como causa principal o uso incorreto
destes produtos, aliado ao fato de muitos serem altamente persistentes e resistentes
aos processos de degradagao, permanecendo no meio ambiente por muitos anos
(CASSARET; DOULLS, 1986).

Quanto aos grupos de praguicidas comercializados no pais ha um total de
278 ingredientes ativos, sendo que os mais vendidos sdo os herbicidas com 81
ingredientes ativos representando 29,1% das vendas, seguido dos inseticidas com
79 ingredientes ativos (28,4% das vendas); fungicidas com 72 ingredientes ativos
(25,0% das vendas); os “outros” 30 ingredientes ativos (10,8% das vendas) e
acaricidas com 16 ingredientes ativos (5,8% das vendas) (CARBONE et al., 2005).

A partir da consulta na base de dados da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) e do Codex Alimentarius foi possivel destacar quais os produtos
que tém LMR estabelecidos em ovos e milho, sendo este ultimo um dos principais
alimentos destinados a racdo dos animais de producgao, principalmente aves,

correspondendo a 66% do total de alimento ingerido por elas (BARBOSA et al.,
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2007). E importante comentar que os LMRs existentes no Brasil e no Codex
Alimentarius sao provenientes de estudos encaminhados pelas empresas produtoras
de praguicidas no momento em que sao efetuados os registros destes produtos no
pais. Estes LMRs tém uma validade determinada devendo ser reavaliados
periodicamente. Os valores ndo correspondem obrigatoriamente apenas aos
produtos comercializados no momento e sim aos produtos que foram estudados e
que tiveram seus resultados encaminhados para as agéncias responsaveis pelo
estabelecimento de LMR e de seus registros no pais. Os dados de LMR

estabelecidos para ovo e produtos vegetais encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Praguicidas com Limites Maximos de Residuos (LMRs), em mg/kg,
estabelecidos pelo Brasil e Codex Alimentarius e respectivos LMR em

ovo e milho (continua)
L Brasil Codex
Praguicidas
Milho Ovo Milho Ovo
acefato 0,01
acetato de (Z,E) 9, 12 tetradicadienil *

acetato de (Z)11, hexadicenila
acetato de (Z) 7, dodecinila
acetato de (Z) tetradicenila
acetocloro 0,1
acido giberélico

acido 4 indol 3 ilbutirico

alacloro 0,2

aldicarbe 0,05

aldrim 0,10
ametrina 0,04

amicarbazona 0,02

amicarbazona 0,02

atrazina 0,25
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(continuacgao)

. Brasil Codex
Praguicidas

Milho Ovo Milho Ovo

azoxistrobina 0,01

*

Bacillus thuringiensis

benfurocarbe 0,05

bentazona 0,02 0,2 0,05
bifentrina 0,7 0,05 0,01
bitertanol 0,01
butoxido de piperonila 1,00
captana 2,0

carbairril 0,50 0,02
carbendazim 0,05 0,05
carbofurano 0,1 0,05
carbosulfano 0,05 0,05 0,05
carboxim 0,05

lambda cialotrina 0,05

cianazina 0,02

ciflutrina 0,01 0,05

beta ciflutrina 0,05

cinetina *

cipermetrina 0,05 0,05 0,05
alfa cipermetrina 0,01

beta cipermetrina 0,05

zeta cipermetrina 0,05

ciprodinil 0,01
ciproconazol 0,01

ciromasina 0,25 0,20
cletodim 0,05
clofentezina 0,05

clomazona 0,05
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(continuacgao)

Praguicidas Brasil Codex
Milho Ovo Milho Ovo

clordane 0,02 0,02

clorfenapir 0,05

clorfluazurom 0,01

clorpirifos 0,1 0,05 0,01

clorpirifés-metilico 0,05

clorfentazona etilica 0,05

clormequat 0,10

clotiamidina 0,02

cromafenozida 0,1

deltametrina 1,0 0,02

DDT 0,1

diazinona 0,02 0,02

dicofol 0,05

dieldrim 0,1

diflubenzuron 0,2 0,05

dimetenamida 0,01

dimetenamida P 0,01 0,01 0,01

dimetipim 0,01

dimetipim 0,01

dimetoato 0,05

dimetoxibenzeno *

diquat 0,05 0,05

2,4,D 0,2 0,05 0,05 0,01

dissulfotom 0,02 0,02

ditiocarbamato 0,3 0,05

diurom 0,05

endossulfam 0,1

enxofre *

epoxiconazol 0,05

esfenvalerato 1,0 0,01
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(continuacgao)

Praguicidas Brasil Codex
Milho Ovo Milho Ovo

espinosade 0,01 0,01

etefom 0,20

etiona 0,20

etofenproxi 0,05

famoxadona 0,01

fenamifos 0,01

fenbuconazol 0,05

fenitrotiona 0,05

fenpropatrina 0,4 0,01

fenpropimorfe 0,01

fentoato 0,05

fipronil 0,01 0,01 0,02

floransulfurom 0,02

fludioxonil 0,04 0,05

flumioxazina 0,05

flusilazol 0,01

flutolanil 0,05

forato 0,05 0,05 0,05

fosfeto de magnésio *

fosfina 0,1

furotiocarbe 0,03

glifosato 0,1 5,0 0,05

glufosinato de aménia 0,05 0,1 0,05

haloxiflope 0,01

heptacloro 0,05

imazapique 0,1

imazapir 0,1

imidacloprido 0,5 0,02

indoxacarbe 0,2 0,01

iodossulfurom soédico

0,01
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(continuacgao)

Praguicidas Brasil Codex
Milho Ovo Milho Ovo

isoxaflutol 0,01

lindano 0,01 0,01

linurom 0,3

lufenurom 0,05

malationa 8,0* 0,05

metalacloro 0,02

s-metalacloro 0,1

metalaxil 0,05

metamidofds 0,01

metidationa 0,1 0,02

4,8 metil decanol *

metiocarbe 0,05 0,05

metomil 0,1 0,02 0,02

metoprene 0,02

metoxifenozide 0,5 0,02 0,01

mezatriona 0,01

miclobutanil 0,01

monocrotofos 0,02

nicosulfurom 0,1

novalurom 0,02 0,01

oxamil 0,02

oxido de fenbutatin 0,05

paraquate 0,1 0,3 0,005

paration-metilico 0,1

penconazol 0,05

pendimetalina 0,1

permetrina 0,1 0,10

piraclostrobina 0,1 0,02 0,05

piridafentiona 0,05

pirimicarbe 0,05
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(conclusao)

Praguicidas Brasil Codex
Milho Ovo Milho Ovo

pirimifds-metilico 10,0 0,01

procloraz 0,10

profenofés 0,02 0,02

propargito 0,1 0,10

propiconazol 0,1 0,05

quintozeno 0,01 0,03

setoxidim 0,3

simazina 0,02

tebuconazol 0,1 0,05

tebufenozida 0,02 0,02

terbufos 0,05 0,01 0,01

terbutilazina 0,1

tiabendazol 0,2 0,10

tiametoxam 0,02

tidiazurom 0,10

tiodicarbe 0,1

tolifluanida 0,5

triadimefom 0,05

triadimenol 0,05

triazofés 0,01

triclorfom 0,01

trifloxistrobina 0,05 0,02 0,04

trflubenzurom 0,1

triflumurom 0,1

trifluralina 0,05

sulfosato 0,05

vinclozolina 0,05

* Grao armazenado — ANVISA, 2007
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Com base nos dados apresentados na Tabela 2 e considerando que o Brasil
€ um pais com grande potencial de consumo de praguicidas, (STEPHENSON;
IUPAC 2005), as andlises de residuos de praguicidas em alimentos, em particular, o
ovo, sao importantes na avaliagao da qualidade destes alimentos. Além disso, o ovo
apesar de fazer parte da dieta do brasileiro (MATTOS; MARTINS, 2004), ha poucos
trabalhos relacionados a presenca de residuos de praguicidas neste alimento, sendo
que essas informacgdes poderiam auxiliar na avaliacdo da contribuicdo dos residuos
de praguicidas na saude da populagéao.

Dentre os diversos métodos analiticos empregados atualmente para a
deteccao de residuos de praguicidas, no presente trabalho foi escolhido o método
multirresiduos DFG S19 (THEIR, 1992; MODULAR MULTIPLE REVISED VERSION
OF THE DFG METHOD S19, 1999), por ser utilizado em andlises oficiais de
monitorizagado de residuos de praguicidas em alimentos de origem vegetal e animal,

estando presente nas diretrizes da Comunidade Européia e do Codex Alimentarius.
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2 OBJETIVO

Este estudo tem como propdsito avaliar a qualidade do alimento ovo,
consumido pela populagcdo da cidade de Sao Paulo, quanto aos residuos de
praguicidas eventualmente presentes. A pesquisa desenvolvida para atender o
objetivo desse trabalho é possivel gragas ao emprego do método analitico DFG S19,

que permite a analise simultanea de varios praguicidas.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 AMOSTRAS DE OVO

Foram coletadas 150 amostras de ovo em diferentes supermercados da
cidade de Sao Paulo, durante o periodo de Outubro de 2003 a Julho de 2005. Os
locais de colheita foram supermercados, sacoldes, feiras livres e mercearias que séao
atendidos por distribuidores de ovos, granjeiros e comeércio informal.

Os ovos sao disponibilizados no comércio em embalagens plasticas, de
isopor ou de papeldao contendo normalmente 6, 12, 30 ou 36 unidades. Para a
uniformidade na amostragem seguiu-se recomendacdo do Codex Alimentarius
(FAO/WHO, 1999), no qual cada amostra de laboratério deve conter 12 ovos inteiros

ou 500 g.

3.2 METODO ANALITICO

3.2.1 Material

Amostra, solventes, reagentes e solugdes padrao de praguicidas.

3.2.1.1 Amostra

As amostras de ovo ao chegarem ao laboratério foram analisadas

imediatamente, conservando as caracteristicas do comércio, onde os ovos ficam
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expostos frescos, em gbndolas ou em bancas. A por¢ao analisada corresponde a
clara + a gema apds a remogao da casca.

3.2.1.2 Solventes

Todos os solventes utilizados na analise eram “Para Analise de Residuos”
(PAR) e a agua bidestilada:

- Acetona, marca Merck e Tedia

- Diclorometano, marca Merck e Tedia

- Acetato de etila, marca Merck e Tedia

- Ciclo-hexano, marca Merck e Tedia

- Isooctano, marca Merck e Tedia

- Hexano, marca Merck e Tedia

- Tolueno, marca Merck e Tedia

3.2.1.3 Solutos e outros

Solutos e outros reagentes eram “Para Analise” (PA).

- Cloreto de sédio anidro, marca Merck — tratado por 2 h a 550°C para a
eliminagao de interferentes como os ftalatos

- Sulfato de sddio anidro, marca Merck e Tedia tratado por 2 h a 550°C para a
eliminagao de interferentes como os ftalatos

- Algodao lavado com diclorometano — extragcédo de interferentes com o auxilio
do soxlet por 4 h

- silica gel 60, marca Merck com tamanho da particula de 0,063 a 0,200 mm,

70 a 230 mesh ASTM - aquecida a 120°C/3 h em estufa e desativada com



44

1,5% de agua bidestilada e posterior homogeneizagao por 2 h em agitador
mecanico.

- coluna para a cromatografia de permeacao a gel (GPC) foi preenchida com
suporte Bio Beads® SX3, particulas de tamanho 200 a 400 mesh — foi trocado
o enchimento a cada 1000 amostras, para o preparo da coluna o gel foi
deixado em solugao 1:1 de ciclo-hexano/acetato de etila até a formacao de
um gel uniforme, adicionou-se a coluna de vidro e aplicou-se o fluxo de

solvente de 5 mL/minuto

3.2.1.4 Solucdes

As solucbes ou misturas de solventes foram preparadas no momento da

analise de acordo com a metodologia analitica.

3.2.1.4.1 Solugéao para cromatografia de permeacgéo a gel (GPC)

Preparar a solugcao 1/1 de acetato de etila/ciclo-hexano no momento de uso.

3.2.1.4.2 Eluentes da coluna de silica

Preparar no momento de uso, medir com auxilio de proveta mantendo as

proporcoes adequadas.

Eluato 01: hexano+tolueno (65:35)

Eluato 02: tolueno (100)

Eluato 03: tolueno+acetona (95:5)
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Eluato 04: tolueno+acetona (80:20)
Eluato 05: acetona (100)

3.2.1.5 Padroes

Os padrbes analiticos de referéncia utilizados para o preparo das solugdes
mae, solugdes intermediarias e solugbes de trabalho possuiam de 95 a 100% de
pureza. Os produtos encontravam-se na forma de po, cristais ou liquida e a partir
desses foram preparadas as solugcdes de estoque. Essas solugdes foram feitas na
concentragdo de 1000 ng de ingrediente ativo/ul de isooctano; as concentragdes
foram determinadas de acordo com o grau de pureza dos padrdes analiticos. As
solucdes estoque foram armazenadas em freezer a -15°C.

As solugbes de trabalho foram preparadas nas concentragdes de 1 ng/ul a
0,01 ng/ul (de acordo com a sensibilidade do detector) e estas foram diluidas em
solventes adequados a solubilidade dos produtos estudados e as caracteristicas dos
equipamentos. As solugbes de uso diario foram armazenadas em geladeira a

aproximadamente 4 °C.

3.2.1.6 Aparelhos e acessorios

- Agitador mecanico - GFL

- Balanga analitica — SARTORIUS — Tipo LC 12005 e Tipo MC1

- Balanga semi-analitica — SARTORIUS — Tipo ING/6971500

- Bomba de vacuo — PRIMAR/KOHLBACH — Modelo 141

- Cromatografos a gas com detectores de captura de elétrons (ECD),

nitrogénio/fésforo (NPD), fotométrico de chama (FPD), marcas VARIAN 3400
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e 3400X e HP 6890 com - colunas cromatograficas empacotadas, megabore e
capilares de diferentes polaridades

- Destiladores de agua — WESTINGHOUSE, modelo 40994

- Dispensadores volumétricos de 1 a 10 mL, marca CRALL

- Estacéo de trabalho para operacédo do HP 6890

- Estufa - MEMMERT, Tipo UM 100

- Evaporador rotativo — BUCHI 461 Water Bach, Tipo RE 121, motor KRVITD,
com bomba de vacuo — TECNAL, modelo 058; Banho-maria — GFL, Tipo 1042
e resfriador — RMG LAUDA, Tipo RMT6

- Equipamento para cromatografia de permeagao a gel (GPC) com bombas
LATEK P100 e PHARMACIA LKB — HPLC, modelo 2248, com valvulas
Ryodine e loop de 5 mL

- Geradores de nitrogénio (pureza de 99,99%) — Peak Scientific

Mixer ou homogeneizadores — DUPONT Instruments — Modelo Omni Mixer
17015

- Injetores automaticos, VARIAN 8200 e HP

- Integradores VARIAN 4400 e 4290

- Maquina de lavar vidraria — MIELE — MIELABOR G7783 Multitronic, Tipo
DOS, modelo C60

- Microseringas com volume de 10 pL para inje¢des nos cromatografos,
marca SGE e HAMILTON

- Mufla — NABERTHERM, modelo L5/R

- Peras de borracha

- Purificador de agua Milli-Q PLUS, marca Milipore

- Seringas de vidro com ponta metalica, volume de 10 mL para uso no GPC
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- Turbo Vap — concentrador de amostras automatico - ZYMARK®
- Ultra-som — BANDELIN — SONOREX RK 100

3.2.1.7 Vidraria

- Baldes de fundo redondo com tampa de teflon e capacidade de 500 mL e
100 mL

- Baldes volumétricos de volumes 1,0; 2,0; 4,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100 mL
e tampa de teflon para armazenamento de padrdes analiticos

- Baldes de fundo cdnico de 50 mL com tampa de teflon

- Baqueta de vidro

- Béqueres de varios volumes

- Copos de vidro “ball”, com tampa de rosca e volume de 500 mL

- Colunas de vidro para purificagdo com silica gel (didmetro interno de 0,8 mm
x altura de 150 mm e extremidade com didmetro interno de 0,7 mm x altura de
95 mm)

- Colunas de vidro para o GPC com 70 cm de tamanho e 4,0 cm de didmetro
interno

- Erlenmeyer de varios tamanhos

- Frasco tipo “SHOT” de 250 mL para armazenamento de amostras
homogeneizadas

- Funil de vidro

- Micropipetas de 20,0; 50,0 e 100,0 yL, marca BRAND e volume ajustavel de
150,0 até 1000,0 pL, marca FORTUNA

- Provetas de varios tamanhos: 5,0; 10,0; 50,0; 100,0; 500,0 mL

- Pipetas volumétricas de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 mL
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- Soxlet — condensador em espiral (fluxo de agua continuo) acoplado a vidro
com boca esmerilhada e baldo de fundo redondo com capacidade para 500
mL; banho-maria com temperatura controlada em 40°C

- Tubos de vidro graduados com volume de 10 mL e tampa de teflon

3.2.2 Extragao

Nesta etapa todos os possiveis praguicidas presentes na amostra devem ser
retirados da mesma e transferidos para o solvente extrator. Fatores importantes a
serem considerados nesta etapa em metodologias multirresiduos, em especial para
produtos de origem animal, € a quantidade de aliquota a ser utilizada, além da
quantidade de gordura presente na amostra, uma vez que existem praguicidas
apolares, portanto, com maior afinidade a fase lipidica. A etapa de extragao também
deve ser eficiente para extrair aqueles com afinidade a fase aquosa, ou seja, os
polares.

Para o método multirresiduos DFG-S19 optou-se por trabalhar com 20 g de
amostra, o que corresponde aproximadamente 2,3 g de gordura em um peso total de
ovo. Esta quantidade possibilitou o emprego do método de forma adequada e a
retirada completa dos praguicidas em especial aqueles com maior afinidade a fase
apolar como os organoclorados.

Para que durante a etapa de extragao os praguicidas polares pudessem ser
extraidos da melhor maneira de forma adequada, a nova versdo do DFG S19 que é
o L00.00-34 descreve oito diferentes processos de extragcdo e para amostras com
niveis de gordura e agua, tais quais, aqueles existentes nos ovos, uma porcao de

cloreto de sodio é adicionado a amostra para que o conjunto “agua + solvente
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extrator” tenha uma melhor saturagao, favorecendo a recuperagdo dos compostos
polares. Possiveis interferentes presentes nos reagentes, como os ftalatos podem
fornecer resultados inadequados a analise foram retirados apdés o tratamento a
temperaturas de 500°C por pelo menos 2 h em mufla (ANASTASIADES; LEHOTAY,
2003).

Para a amostragem de ovo, retirou-se a casca dos ovos e misturou-se a clara
e a gema até a completa homogeneizagdo. Do homogeneizado, uma aliquota de 20
g de ovo foi pesada e acrescentou-se quantidade de agua suficiente para manter a
proporcao 2:1 de solvente organico e agua, sabe-se que em média 50 g de ovo
apresentam 37,4 g de agua e 5,28 g de gordura. O solvente organico extrator
empregado foi a acetona. A amostra foi agitada por pelo menos 15 minutos em

agitador mecéanico a 110 rpm.

3.2.3 Particao

Na etapa de particdo os possiveis praguicidas sao transferidos do solvente
extrator, a acetona, para aqueles mais compativeis a etapa de purificacdo. Apos a
extragdo com acetona, adicionou-se cloreto de sddio (tratado a 500°C/2 h) e solugéo
do GPC, nesta etapa a amostra foi agitada por mais 5 minutos e deixada em
repouso para que ocorresse a completa separagdo das fases. A fase organica
(sobrenadante) foi recolhida em um béquer e a ela adicionou-se sulfato de sédio
anidro (tratado a 500°C/2 h) que é utilizado para facilitar a retirada de agua do
extrato. Agitou-se o extrato com o auxilio de uma baqueta e deixou-se em repouso
por mais 5 minutos. Recolheu-se em proveta o equivalente a 100 mL do extrato. O

extrato foi filtrado em funil de vidro com uma rolha de algodéo e sulfato de sddio



50

anidro. Lavou-se o sulfato de sddio com duas por¢des de 10 mL de solugao do GPC
e coletou-se todo o filtrado em baldao de fundo redondo. O filtrado foi levado para o
evaporador rotativo para concentragao até atingir volume aproximado de 2 mL. Foi
estabelecida a temperatura de 40°C para o banho-maria do evaporador rotativo,
rotacdo de 100 rpm e pressao na bomba de 55 PSI para a concentracédo do extrato
da amostra. Nestas condigdes os possiveis praguicidas ndo sao transportados junto
com os solventes que estdo evaporando. O extrato concentrado foi evaporado a
secura em fluxo suave de nitrogénio. Neste momento o extrato seco esta pronto para
a etapa de purificacdo ou se houver necessidade pode ser armazenado em

geladeira.

3.2.4 Purificagao

A etapa de purificagcdo consiste na retirada de possiveis interferentes da
amostra como, por exemplo, gordura, carboidratos, pigmentos etc. A purificagao é
uma etapa muito importante, principalmente para analises por metodologias
multirresiduos onde varios praguicidas sado estudados principalmente por
cromatografia gasosa, com especial atengcdo ao uso do detector de captura de
elétrons (ECD) que possui grande sensibilidade e a presenga destas substancias
pode prejudicar a analise dos compostos de interesse.

A cromatografia de permeacao a gel ou cromatografia por exclusdo € um
método bastante utilizado na purificacdo de amostras. Esta técnica separa as
substancias de interesse daquelas de elevado peso molecular. Os tipos da fase

estacionaria e da fase movel é que vao determinar quais moléculas que serao
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excluidas. No método empregado neste trabalho a fase estacionaria € o gel BIO
BEADS® SX3 e a fase mével é a mistura (1:1) de ciclo-hexano+acetato de etila.
Para a purificagcdo com o emprego do GPC foi adicionado ao extrato seco, 15
mL de solugéo ciclo-hexano+acetato de etila (1:1) e um pouco da mistura de cloreto
de sddio anidro + sulfato de sddio anidro para a retirada de possivel vestigio de
agua. O extrato foi filtrado novamente em sulfato de sédio e todo o volume foi
recolhido com o auxilio de seringa de vidro de 10 mL de capacidade e ponteira de

metal. A seguir filtrou-se em membrana filtrante PTFE e injetou-se no GPC.

3.2.4.1 Condicdes de operagao do GPC

- Ajustar o volume de 5 mL por minuto;

- Deixar a valvula na posigédo load para carregar a amostra para dentro do
loop (5 mL);

- Injetar a amostra;

- Descartar os primeiros 5 minutos da corrida;

- Recolher em balao de fundo redondo os préximos 40 minutos da corrida;

- Deixar lavando o sistema por 5 minutos e descartar a solucao.

Apds a eluicdo no GPC o eluato recolhido foi concentrado no evaporador
rotativo, temperatura do banho-maria a 40°C, rotagcdao de 100 rpm e pressido de
55PSI. Concentrou-se até o volume aproximado de 2 mL e levou-se para secura
completa em fluxo suave de nitrogénio.

O extrato seco obtido apds o GPC sofreu uma nova purificagdo, agora em

mini-coluna de silica gel desativada a 1,5% de agua. Esta nova etapa de purificagdo
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teve como eluentes, varias misturas de solventes, onde, alterando-se a polaridade
ocorreu uma separacao inicial dos possiveis praguicidas presentes na amostra.

A purificagdo com mini-coluna de silica gel necessita que seja eliminado
completamente qualquer vestigio do acetato de etila do extrato seco. O solvente
organico, acetato de etila, altera as caracteristicas da silica gel desativada a 1,5% de
agua formando mais sitios ativos e fazendo com que a eluigdo dos praguicidas seja
diferente daquela ja estudada, prejudicando assim a identificagdo dos mesmos.

Para a retirada do acetato de etila remanescente no extrato seco, efetuou-se
a concentracdo com isooctano no evaporador rotativo, manteve-se a temperatura de
40°C e 100 rpm, modificando-se apenas a pressdo que passou a ser 60 PSI. Esta
etapa foi realizada por duas vezes para completa retirada do acetato de etila. O

extrato foi concentrado até o volume aproximado de 1 mL.

3.2.4.2 Mini-coluna de silica gel

3.2.4.2.1 Preparo da coluna

- Dentro da coluna previamente limpa, colocar um tampao de algodao;

- Pesar 1 g da silica gel desativada a 1,5%, adicionar hexano e agitar;

- Permitir que se forme um gel homogéneo;

- Transferir o gel para dentro da coluna, previamente lavada com n-hexano
evitando a formacéao de bolhas de ar;

- Por meio de pequena agitagao, auxiliar o assentamento do gel na coluna e

ao final colocar 1 g de sulfato de sddio;
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- Durante todo o procedimento colocar o hexano evitando que o gel fique
Seco;

- Quando o hexano atingir a altura do sulfato de sodio adicionar com auxilio
de pipeta Pasteur 1 mL da amostra;

- Ao atingir a altura do sulfato de sédio, adicionar 1 mL de hexano;

- Esperar até atingir o sulfato de sodio;

- Descartar tudo o que foi eluido até o momento;

- Colocar na extremidade da coluna um baldo de 10 mL graduado, com
tampa;

- Eluir a coluna com os diferentes eluentes.

3.2.4.2.2 Preparo dos eluentes

Com o auxilio de proveta medir os volumes, mantendo a proporcao
adequada.

Eluente 01: hexano : tolueno (65/35)

Eluente 02: tolueno (100)

Eluente 03: tolueno : acetona (80/20)

Eluente 04: tolueno : acetona (95/5)

Eluente 05: acetona (100)

3.2.4.2.3 Eluigcdo da coluna

- Apods a eluicdo de 1 mL de hexano, lavar o baldo de fundo cbénico onde

estava a amostra com 2 mL do eluato 01;
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- Recolher o eluente do baldo e levar a coluna;

- Recolher o eluato 01 em um tubo de 10 mL graduado;

- Apds os 2 mL do eluente 01 atingirem o sulfato de sddio adicionar 6 mL do
eluente 01 na coluna e recolher no tubo graduado;

- Proceder igualmente para os eluentes 02, 03 e 04, recolhendo em tubos
graduados diferentes;

- No eluente 05, lavar o baldo com 2 mL, levar a coluna e lavar mais uma vez
o baldo de fundo cbnico agora com 6 mL do eluente 05;

- Levar a coluna e recolher em tubo graduado;

- Apds a eluicido de todos os eluentes, completar os volumes dos tubos

graduados com os respectivos eluentes e levar para a cromatografia.

3.2.5 Identificagao e quantificagao

Nesta etapa os eluatos provenientes da etapa anterior foram analisados por
cromatografia gasosa. Para a andlise dos compostos halogenados, utilizou-se
cromatografo a gas com detector de captura de elétrons (ECD), para os compostos
nitrogenados e com fésforo na molécula utilizou-se o detector de nitrogénio/fésforo
(NPD) e para aqueles compostos fosforados mais polares utilizou-se o detector
fotométrico de chama (FPD).

As amostras que tiveram resultados positivos, isto €, presenca de pico
préximo ao tempo de retengao de algum praguicida avaliado naquele equipamento,
foi injetada novamente em outro equipamento onde as condigdes de temperatura de
coluna e injetor, sistema de injegao (on column ou splitless) e polaridade de coluna

fossem diferentes daquelas onde foi observado o resultado positivo. Para os
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resultados positivos optou-se por fazer estudos de fortificagdo com o praguicida
encontrado nos valores préximos a legislagdo vigente ou préximo a aquele

encontrado na amostra.

3.2.5.1 Condi¢des cromatograficas

3.2.5.1.1 Cromatdgrafo a gas com ECD

Para a identificacdo de inseticidas organoclorados, inseticidas piretroides e
alguns fungicidas as condi¢cdes de analise foram: coluna capilar de 30 m x 0,32 mm
diametro interno, com 0,25 pm de espessura do filme (SPB™ 608); programa de
temperatura: 90°C a 210°C (30°C/minuto), tempo de espera de 2 minutos, 250°C
(10°C/minuto), tempo de espera de 14 minutos; sistema de injegao splitless a 220°C,
tempo de espera de 2 minutos; temperatura do detector de 300°C; fluxo de gases:
gas de arraste (nitrogénio) 1 mL/minuto coluna e 29 mL/minuto make up. A
confirmacgao e quantificagdo de picos reconhecidos como possiveis praguicidas foi
feita em coluna capilar com fases e polaridades diferentes (PTE™ 5 e SPB™ 1).

Também foi utilizado sistema de injegao on column.

3.2.5.1.2 Cromatdgrafo a gas com NPD

Para a identificagdo de inseticidas organofosforados, inseticidas carbamatos e
alguns herbicidas as condigdes de analise foram: coluna capilar com 30 m x 0,32
mm de diametro interno e 0,25 ym de espessura no filme (PTE™ 5); o programa de

temperatura utilizado foi: 80°C a 200°C (30°C/minuto), tempo de espera de 2
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minutos, 230°C (15°C/minuto), tempo de espera de 6 minutos, 250°C (5°C/minuto),
tempo de espera de 2 minutos; sistema de injecdo splitless a 200°C, tempo de
espera de 2 minutos; temperatura do detector: 300°C; fluxo de gases: gas de arraste
(nitrogénio) 1 mL/minuto e 29 mL/minuto make up, hidrogénio: 4,5 mL/minuto, ar
sintético 175 mL/minuto. A confirmacgao e quantificacdo de picos reconhecidos como
possiveis praguicidas foi feita em coluna capilar com fases e polaridades (SPB™ 20
and HP™ 1) e também o sistema de injegdo on column.

Alguns dos inseticidas organofosforados polares como o acefato,
monocrotofos e metamidofés foram analisados utilizando-se o detector de FPD, as
condigdes cromatograficas foram: coluna megabore 30 m x 0,53 mm de didmetro
interno e 25 um de espessura do filme (DB ™ 1701); o programa de temperatura
empregado foi: 200°C/10 minutos, sistema de inje¢cdo on column a 220°C, tempo de
espera de 2 minutos, temperatura do detector de: 220°C; fluxo de gases: gas de
arraste (nitrogénio) 5 mL/minuto e 25 mL/minuto make up, hidrogénio a 140
mL/minuto, ar sintético 1:80 mL/minuto e ar sintético 2:175 mL/minuto. A
confirmacgao e quantificagdo de picos reconhecidos como possiveis praguicidas foi
feita em coluna megabore com fase de polaridade (DB™ 5). Também foi utilizado
sistema de injegao on column.

Para o calculo da quantidade de praguicida encontrado na amostra analisada

(R) foi utilizada a seguinte formula:

R = area da amostra x concentracdo do padrdo x F
area do padrao x massa da amostra

Onde:

R é dado em mg de ingrediente ativo/kg de amostra e F pela seguinte férmula:
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F=V1xV2xV3xV4
V5 x V6 x V7

Sendo:

V1 = volume final — eluato

V2 = volume de agua e acetona — extragao

V3 = volume da solugao para inje¢do no GPC

V4 = volume de solugao apés o GPC e secagem da amostra
V5 = volume recolhido na etapa de ext

V6 = volume injetado no GPC (/loop)

V7 = volume recolhido para a etapa de purificagdo com silica gel

3.2.6 Estudos de recuperagao

Os estudos de recuperagado correspondem a avaliagdo da metodologia
analitica empregada. Para estes estudos uma quantidade do praguicida a ser
analisado é adicionada a amostra de ensaio, podendo ser de 10 a 50 yL. A amostra
para os estudos de recuperagao deve ser oriunda de uma testemunha ou uma
amostra negativa e apdés a adicdo do praguicida é esperado um tempo de pelo
menos 10 minutos para iniciar a extracao; desta forma, o sistema pode entrar em
equilibrio favorecendo a andlise para a avaliagdo do praguicida. Nos estudos de
recuperacgao foram incluidos os praguicidas para os quais a legislagao brasileira e o
Codex Alimentarius estabeleceram LMRs. Para atender a legislagdo brasileira,

apenas a etiona teve seu estudo realizado, uma vez que o 2,4D, a ciromasina e o
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tiadiazuron n&o sao possiveis de serem analisados por metodologia multirresiduos e
para atender a legislagao internacional, outros praguicidas foram estudados inclusive
os organoclorados, vale ressaltar que, para muitos praguicidas o Codex Alimentarius
estabeleceu o LMR no Limite de Quantificacdo (LOQ) ou “préximo de”, isto é, para
alguns dos praguicidas nao ha estudos para estabelecimento de limite entao utiliza-
se um valor tedrico. As amostras de ovo foram fortificadas com os padrboes de
praguicidas em dois niveis diferentes, tendo como referéncia os LMRs estabelecidos
para cada praguicida, podendo ter sido utilizado o préprio ou o equivalente onde a
metodologia responde adequadamente. Todos os estudos de recuperagdo foram
realizados em triplicata.

A porcentagem de recuperagdo entre 70-120% para as concentragdes
estudadas foi considerada adequada para a maioria dos praguicidas (CODEX
ALIMENTARIUS, 2008).

Os praguicidas escolhidos para os estudos de recuperagdo em ovo foram:
Acefato, Alacloro, Aldrim, Bifentrina, Carbaril, Cipermetrina, Clorpirifés, op’DDD,
pp'DDD, op’'DDE, pp’'DDE, op’DDT, pp'DDT, Deltametrina, Demetom-S-metil
sulféxido, Diazinona, Dicofol, Dimetoato, Dieldrim, Disulfotom, Alfa endossulfam,
Beta endossulfam, Endossulfam sulfato, Endrim, Etiona, Fenpropatrina, Fentoato,
Fenvalerato, Forato, Heptacloro, trans heptacloro epdxi, Alfa HCH, Beta HCH, Gama
HCH, Metamidofés, Metidationa, Monocrotofés, Permetrina, Pirimifés metil,
Profenofés, Propiconazol, Quintozene, triadimenol e Vinclozolina. Além dos
praguicidas citados anteriormente e devido a utilizagdo de método multirresiduos, as
amostras foram avaliadas para outros produtos como: Aldicarbe, Aldicarbe sulfona,
Alfa cipermetrina, Ametrina, Amitraz, Atrazina, Azinfos etil, Benalaxil, Benomil, Beta

ciflutrina, Bromopropilato, Captafol, Captana, Carbofenotiom, Carbofurano,
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Carbosulfano, 3-hidroxi  carbofurano, ciazofamide, Ciflutrina, Cimoxanil,
Ciproconazol, Cis permetrina, Clorfenvinfés, Clorfluzurom, Clorobenzilato,
Clorotalonil, Demetom-S-metil e metabdlitos (sulfona e sulféxido), Diclorvés,
Dicrotofés, Difenoconazol, Dimetenamida, Dimetenamida-P, Dodecacloro,
Epoxiconazol, Espirodiclofeno, Etofenproxi, Fenarimol, Fenitrotiona, Fenotiol,
Fensulfotiona, Fentiona, Flazasulfurom, fluazinam, flutriafol, Folpete, Formotiona,
Fosalona, Fosmete, HCB, Imazalil, Imidaclorprido, lprodiona, Lactofen, Lambda
cialotrina, Malaoxona, Malationa, Metalaxil, Metiocarbe, Metomil, Mevinfos, Nalede,
Nicosulfurom, Novaluron, Ometoato, Paraoxona etilica, Paraoxona metilica,
Parationa etilica, Parationa metilica, Petoxamide, Piridafentiona, Proazoltiom,
Procimidone, Procloraz, Prometrina, Propargite, Propoxur, Simazina, Tebuconazol,
Terbutilazina, Tetraconazol, Tetradifom, Tiabendazol, Tiometom, Trans permetrina,
Triadimefom, Triazofés, Triclofom, Vamidotiom e Vinclozolina. Porém, foi
estabelecido que os estudos de recuperagao para estes outros praguicidas seriam
realizados quando as amostras apresentassem resultados positivos e neste caso
elas seriam analisadas novamente.

Muitos dos praguicidas com LMR estabelecido pelo Codex Alimentarius nao
sao possiveis de se analisar por método multirresiduos e, desta forma, ndo constam
da lista. Para os praguicidas com valores de LMR proximos aos Limites de
Quantificacédo (LOQ) foram escolhidos os melhores resultados analiticos para os
estudos de recuperacgao.

Como critério para a avaliagdo dos niveis de residuos encontrados nas
amostras utilizou-se como limite de quantificagdo (LOQ) o menor valor de um
residuo que pode ser identificado e calculado na metodologia analitica escolhida.

Existem referéncias que estabelecem o LOQ como 5, 6 ou 10 vezes o desvio padrao
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dos resultados das recuperagcdes no menor valor de concentragdo ou desvio padrao

do resultado da amostra testemunha (IUPAC, 2002)
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

A Tabela 3 mostra os LMR estabelecidos pela legislagdo brasileira e pelo
Codex Alimentarius, os estudos de fortificagdo de praguicidas em amostras de ovo e
o limite de quantificagao.

Os limites de quantificagdo para os praguicidas pesquisados em amostras de
ovo variaram de 0,003 mg/kg a 0,150 mg/kg (forato) e estes atendem as
necessidades para pesquisas de residuos, seguindo orientagdo dos LMR
estabelecidos pela legislacao brasileira e Codex Alimentarius.

Os praguicidas organoclorados foram os que apresentaram o0s menores
limites de quantificagdo, como os isbmeros do DDT e HCH, bem como alguns
piretroides, como cipermetrina, fenpropatrin e fenvarelato.

O organofosforado etion, que possui LMR estabelecido no Brasil, foi o
praguicida que apresentou maior numero de variagdes nos estudos de fortificagao,
sendo que este resultado é esperado para este composto segundo a metodologia
estudada (THEIR, 1992 MODULAR MULTIPLE REVISED VERSION OF THE DFG
METHOD S19, 1999).

Dos praguicidas estudados, o herbicida alacloro foi encontrado em uma

amostra na quantidade de 0,01 mg/kg.
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Tabela 3 — Estudos de fortificagao de praguicidas (continua)

Estudo de Fortificagao

Praguicida LMRBR' LMR Cd? DP LQ®
Nivel® MR*
0,10 63,3 11,547
acefato 0 0,1 0,08
1,00 63,8 11,848
0,01 96,7 25,166
0,02 80,8 17,746
alacloro 0 0 0,003
0,10 67,3 6,393
0,20 114 38,911
0,02 77,9 9,432
aldrin 0 0,1 0,006
0,10 90,9 1,414
0,01 106,7 11,547
bifentrina 0 0,01 0,003
0,10 75,7 15,044
0,25 86,7 0,075
carbaril 0,5 0 0,06
0,50 119,9 8,437
0,01 92,8 21,714
cipermetrina 0 0,05 0,003
0,10 119,7 9,604
0,05 94,4 13,684
clorpirifés 0 0,01 0,015
0,10 80,6 13,919
6 0,01 80,7 21,501
op’'DDD 0 0,1 0,003
0,10 64,0 6,245
6 0,01 81,3 15,275
pp’'DDD 0 0,1 0,003
0,10 63,7 6,646
5 0,01 101,0 6,291
op'DDE 0 0,1 0,003
0,10 104,0 6,0
5 0,05 91,9 20,261
pp’'DDE 0 0,1 0,015
0,10 93,6 3,523
5 0,05 92,9 9,711
op’'DDT 0 0,1 0,015
0,10 924 19,568
5 0,05 81,2 6,117
pp’'DDT 0 0,1 0,015
0,10 81,2 10,238
0,02 90,9 7,537
deltametrina 0 0,02 0,006

0,20 94,8 6,008
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(continuacao)

Estudo de Fortificagao

Praguicida LMR BR' LMR Cd? DP LQ®
Nivel® MR*
demeton-S- 0,05 82,3 6,204
metil 0 0,05 0,015
sulféxido 0,10 90,2 4,725
0,02 100,5 19,255
diazinon 0 0 0,006
0,20 100,8 16,266
0,05 92,5 17,50
dicofol 0 0,05 0,015
0,10 112,9 8,350
_ . 0,05 93,4 23,878
dieldrin 0 0,10 0,015
0,10 84,7 12,017
0,05 114,3 10,693
dimetoato 0 0,05 0,015
0,10 114,0 14,177
. 0,02 70,9 1,389
disulfoton 0 0,02 0,006
0,2 71,3 1,040
alfa 0,04 95,5 9,669
0 0 0,012
endosulfan 0,10 91,9 3,671
beta 0,04 81,8 12,662
0 0 0,012
endosulfan 0,10 78,3 1,258
endosulfan 0,04 112,2 10,774
0 0 0,012
sulfato 0,10 73,7 1,041
0,05 97,6 10,887
endrin 0 0 0,015
0,10 81,9 3,671
0,20 75,0 33,151
etion 0,20 0 0,06
0,40 57,6 0,173
0,01 106,9 7,611
fenpropatrin 0 0,01 0,003
0,10 90,3 10,017
0,10 109,3 44 736
fentoato 0 0,05 0,03
0,25 87,3 24,030
0,01 120,6 1,858
fenvalerato 0 0 0,003

0,02 119,8 6,022
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(continuacao)

Estudo de Fortificagao

Praguicida LMR BR' LMR Cd? DP LQ®
Nivel® MR*
0,50 69,3 0,974
forate 0 0,05 0,15
1,00 69,2 0,764
0,02 85,8 13,788
heptacloro 0 0,05 0,006
0,10 99,7 24,072
Trans 0,02 872 11,615
heptacloro 0 0 0,006
epoxi 0,10 88,4 1,644
0,01 90,7 21,605
alfa HCH 0 0 0,003
0,05 104,7 12,421
0,01 77,5 3,106
beta HCH 0 0 0,003
0,05 116,8 14,752
0,01 94 .4 26,836
gama HCH 0 0,01 0,003
0,05 92,1 11,207
0,10 58,3 7,837
metamidofés 0 0,01 0,03
0,25 60,0 5,0
0,01 105,2 1,757
metidationa 0 0,02 0,003
0,02 111,2 7,787
0,10 62,0 10,817
monocrotofés 0 0 0,03
1,0 100,3 21,502
0,10 80,3 5,507
permetrina 0 0,10 0,03
0,20 88,3 40,414
0,05 78,3 22,133
pirimifés metil 0 0,05 0,015
0,10 90,4 33,873
0,10 86,3 37,287
profenofés 0 0,02 0,03
0,50 101,0 20,518
. 0,10 93,8 0,865
propiconazole 0 0,05 0,03
0,25 97,7 2,238
0,01 78,3 18,770
quintozene 0 0,03 0,003
0,10 68,6 6,626
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(conclusao)

Estudo de Fortificagao

Praguicida LMR BR' LMR Cd? DP LQ®
Nivel® MR*
- 0,10 40,3 19,804
triadimenol 0 0,05 0,075
0,25 73,9 15,373
0,10 100,0 14,434
vinclozolina 0 0,05 0,075
0,25 72,3 1,412

! Limite Maximo de Residuo estabelecido pela legislacéo brasileira, mg/kg
% Limite Maximo de Residuo estabelecido pelo Codex Alimentarius, mg/kg
®Nivel de fortificacgo, mg/kg

* Média de recuperacio, %

® Limite de quantificacdo, mg/kg

°DDT e isbmeros
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DISCUSSAO



68

5 DISCUSSAO

Os estudos de recuperagao mostraram que a metodologia analitica escolhida
para a analise de residuos de praguicidas em amostras de ovo foi bastante eficiente.
O método escolhido também foi utilizado por Scharenberg et al. (1997) na Alemanha
para avaliar a presenga de praguicidas em aves aquaticas. Sabe-se que as
metodologias analiticas empregadas para a avaliagdo de residuos de praguicidas
em matrizes, nas quais o teor de gordura € elevado, apresentam certa dificuldade na
purificacdo da amostra sem que ocorra a perda das substancias de interesse. A
presenca de gordura também dificulta a analise dos compostos apolares como o0s
organoclorados devido a sua afinidade a esta fase. Para o0s compostos
organofosforados e halogenados, a matriz ovo, tem uma grande quantidade de co-
extrativos havendo assim a possibilidade de, durante a quantificagdo por
cromatografia gasosa, o resultado encontrado ser muito além do esperado. Este fato
€ considerado efeito matriz e pode ser explicado devido a uma interferéncia na
degradacgao/adsorgdo térmica que ocorre no sistema dada a presenca de co-
extrativos que bloqueiam esta atividade e permitem assim um aumento na
quantidade do analito analisado.

Comparando com trabalhos realizados por outros pesquisadores (WIGFIELD
et al., 1996; JUHLER, 1997; SCHARENBERG; EBEDLING, 1998, FURUSAWA et
al., 1998, FIDDLER et al., 1999; SCHENCK; DONOGHUE, 2000; SZERLITICS et al.,
2000), que utilizaram o mesmo procedimento empregado neste trabalho, isto é, além
da andlise convencional de extragdo feita com solvente orgéanico, particao
liquido/liquido e purificagdo com GPC e silica gel ou florisil, 0 emprego de extragao

em fase sodlida, os resultados mostraram-se semelhantes para a analise de ovo.
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Outros autores analisaram amostras de ovo, principalmente para praguicidas
organoclorados e obtiveram resultados no intervalo considerado adequado para
analise multirresiduos (HILL, 1990; MOURER et al., 1990,).

Os limites de quantificagdo para os praguicidas estiveram em torno de 0,003
mg/kg a 0,030 mg/kg. Os praguicidas organoclorados foram os que apresentaram os
menores limites de quantificacdo devido a sua estabilidade e caracteristicas fisico-
quimicas, ao passo que os organofosforados, como a etiona, que possui LMR
estabelecido no Brasil, apresentou variagbes em seus resultados.

O praguicida alacloro foi encontrado em uma das amostras analisadas em
uma quantidade de 0,01 mg/kg. A presenca deste composto pode estar relacionada
a dieta alimentar das aves e também as caracteristicas fisico-quimicas deste
herbicida que pode estar relacionada a presenca de cloro em sua molécula,
conferindo maior estabilidade ao praguicida, podendo desta forma ser identificado
nos tecidos de reserva dos animais, como o ovo. O alacloro é classificado como um
praguicida pouco persistente, 1 a 12 semanas no solo, sendo biodegradado por
microorganismos, porém a presenga em alimentos como o milho esta associado ao
uso agricola (colheita antes da maturacdo ou em tratamento pds-emergentes)
(MiDIO; MARTINS, 1997).

Alguns trabalhos relatam que em estudos nos quais um praguicida é
adicionado na alimentagao animal, em geral, pode haver uma transferéncia em torno
de 0,1 a 1,0% dele para o ovo. A transferéncia de praguicidas ocorre tanto para
produtos polares quanto aqueles apolares, podendo ficar armazenados nos ovos
(DONOGHUE et al., 1995; DONOGHUE et al., 1996; DONOGHUE et al., 1997;
SCHENCK; DONOGHUE, 2000; SZERLETICS, et al., 2000). Outros autores também

descrevem a transferéncia de praguicidas em relacdo a ingestdo de alimentos
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contaminados, a ragdo animal proveniente de restos de animais e ao periodo de
exposicado (KAN; TUNISTRA, 1976; ARGOTE-RIVERO et al., 1988, MUGAMBI et al.,
1989, NOBLE et al., 1990, EL AHRAF, et al. 1990 e BENNETT et al., 1991).

Na Poldnia, Niewiadowska et al. (1996) analisaram 220 amostras de ovos de
galinhas criadas no sistema intensivo (em granjas) de alimentagao e 235 amostras
de ovos de galinhas criadas no sistema convencional (extensivo). Neste estudo feito
em 1994, os autores observaram que todas as amostras de ovos apresentaram
contaminacgao por DDT e seus metabdlitos; as concentragdes encontradas nos ovos
das aves criadas no sistema convencional foram 5 vezes maiores do que aquelas no
sistema intensivo, 0,53 mg/kg de gordura e 0,10 mg/kg de gordura respectivamente.
Os valores encontrados para o DDT e metabdlitos excederam os LMR
recomendados pelo pais. Outros praguicidas como o HCB e o HCH também foram
encontrados nas amostras e apresentaram a mesma diferenga na concentragao,
quando comparados os dois sistemas, sendo 0,004 mg/kg de gordura e 0,001 mg/kg
de gordura para o HCB no sistema convencional e intensivo, respectivamente, e
0,011 mg/kg de gordura para o sistema convencional e 0,006 mg/kg de gordura para
o sistema intensivo de HCH. Os autores sugerem que a dieta alimentar dos animais
favorece a presencga de contaminantes quimicos nos ovos.

Por outro lado, Howe et al. (1996) nos EUA estudaram a alteragdo na
reprodugdo de passarinhos apdés a aplicagcdo do praguicida organofosforado
malationa utilizado para diminuir a presenca de insetos que fazem parte da dieta
alimentar destas aves. Os autores ndao observaram efeitos diretos devido a presenca

da malationa, apenas uma redugao da dieta basica dos animais.
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5.1 PRAGUICIDAS EM OVO

No Brasil, poucos trabalhos descrevem estudos de residuos de praguicidas
em alimentos, principalmente aqueles de origem animal como o ovo. Apesar de o
ovo ser um alimento bastante consumido pela populacdo, ser um produto de
exportagao e também ser utilizado na producao de varios alimentos industrializados,
pouca atencdo é dispensada a este produto. Em estudo realizado junto ao
GEMS/FOQOD, Barreto et al., em 1992, analisaram 113 amostras de gorduras de
aves, sendo encontrados em 1988, 96% de HCH, 84% de DDT e 56% de dieldrim.
Em 1989 foram encontrados 3% de HCB, 30% de HCH, 50% de DDT e 8% de
dieldrim; em 1990, 18% de HCB, 18% de HCH, 32% de DDT e 32% de dieldrim; e
em 1991, 43% de HCH e 27% de dieldrim.

Outro trabalho realizado no Brasil usou 0 ovo como um indicador da presenca
de praguicidas em uma area tropical, proxima ao Rio de Janeiro, onde se utilizava o
DDT para o combate do vetor da malaria. Neste trabalho, Vieira et al. (2001)
relataram que as coletas dos ovos foram feitas nas areas onde havia a presenca dos
vetores e que havia sido utilizado o DDT para o combate. As amostras foram
analisadas para praguicidas organoclorados e o maior valor encontrado foi de 1,98
mg/kg de DDT. O metabdlito DDE foi encontrado em 82% das amostras analisadas.

Roméao et al (2007) na regido Sul brasileira estudou a presengca dos
praguicidas aldicarbe e dimetoato em amostras de ovo e observaram que 30,5%
estavam contaminadas por dimetoato e 5,5% por aldicarbe; os autores sugerem que
esta contaminagao dos ovos produzidos na regido do Estado do Parana possa estar
associada ao uso de produtos veterinarios para o combate de moscas. Contudo,

vale destacar que no mercado brasileiro ndo existe nenhum produto veterinario
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registrado no MAPA que contenha esses praguicidas na sua formulagao
(COMPENDIO DE PRODUTOS VETERINARIOS — SINDAN, 2008).

Em outros paises da América Latina, os estudos de residuos de praguicidas
em ovos também sdo escassos. Albert; Rendon-Von-Osten, em 1988, no México,
observaram que os praguicidas mais encontrados e com elevados niveis de
concentragao foram: o heptacloro epdéxi em 40% das amostras, o pp’DDT em 80%
das amostras e o pp’'DDE em 100% das amostras estudadas.

Em Cuba, Argote-Rivero et al., em 1988, analisaram 63 amostras de ovos e
0s praguicidas organoclorados mais encontrados foram DDT e metabdlitos e lindano.
Os autores encontraram 0,313 mg/kg de pp’DDT; 0,105 mg/kg de pp’DDE; 0,116
mg/kg de pp’DDE; 0,072 mg/kg de op’DDT; 0,028 mg/kg de lindano e 0,567 mg/kg
de DDT total. Os autores também relataram que 9,7% estiveram acima do LMR para
DDT e 6,6% para o lindano.

Em analises realizadas em paises do continente asiatico, como a india, onde
0 consumo esta separado de acordo com a dieta alimentar da populagao
(vegetarianos e nao vegetarianos), Singh; Chawla, em 1988, observaram que todos
os alimentos analisados apresentaram-se contaminados por DDT e BHC. A
quantidade média encontrada para os praguicidas DDT, DDE e HCH em alimentos
de origem animal foi de 0,026 mg/kg para o op’DDT; 0,095 mg/kg para o pp’'DDE;
0,107 mg/kg para o pp’'DDT e de 0,190 mg/kg para o HCH. Os autores relataram que
as maiores concentragdes dos praguicidas citados foram encontradas nos alimentos
de origem animal. O uso de praguicidas organoclorados estad relacionado
principalmente ao baixo custo destes produtos. Kannaru et al., em 1992, realizaram
coletas em 4 diferentes regides na india, no periodo de 1984 e observaram que os

praguicidas mais frequentes foram: HCH, DDT, aldrim e dieldrim, HCB e heptacloro.
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Kannan, et al., (1995), em estudo feito em animais aquaticos, observaram que
as ostras e outros gastrépodes expostos aos residuos de compostos
organoestanosos (organometalicos derivados do estanho) apresentaram
deformidades. Os autores relataram que a auséncia de estudos de monitorizagao,
principalmente, de paises em desenvolvimento contribui para a falta de informacgao a
respeito dos residuos de contaminantes em alimentos; tais estudos revelam a
importancia da presenca destas substancias nos alimentos e para a saude do
consumidor.

Outros estudos para a verificagdo de contaminantes em alguns alimentos
realizados por Kannan et al. (1997) na india, a partir de 1968, mostraram que o DDT
e o HCH foram os produtos mais encontrados e que 0s cereais e outros graos que
compdem a dieta principal estavam contaminados. Estes praguicidas foram
amplamente utilizados para o controle de vetores e, devido a maioria da populacao
consumir a dieta vegetariana, pouca informagéo existe a respeito de alimentos de
origem animal, tais como o ovo; porém, em analises realizadas, a concentracédo de
DDT e HCH neste alimento foi inferior a 1 ug/g e o mesmo valeu para lindano, aldrim
e dieldrim.

Na China o DDT e o HCH estavam presentes em amostras de ovo com
valores de 6,7 a 24 ng/g para o DDT e de 13 a 72 ng/g para o HCH (LI et al., 1998).
Na Indonésia a quantidade de DDT em amostras de ovo foi em torno de 8770 ng/g,
excederam em muito os valores estabelecidos pela FAO (residuos); este praguicida
tem sua presencga relacionada ao uso também para o controle de vetores. Os
autores (INDRANINGSIH et al., 1988) fizeram uma coletdanea de trabalhos de

estudos de praguicidas realizados em paises da Asia e Oceania.
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Estudos de monitorizagado de residuos de praguicidas em ovos realizado na
China, no periodo de 1978 a 1992, Li et al. (1998) relataram que, apesar daquele
pais junto com india, Japdo e EUA terem sido os maiores consumidores de
inseticidas organoclorados como lindano e DDT, os niveis de contaminagdo dos
ovos tem diminuido desde 1983, coincidindo com o periodo no qual estes produtos
foram banidos na China. Os autores constataram que a presenca de residuos do
HCH e seus isdbmeros diminuiram cerca de 30 vezes nos ovos.

No Japado, Kuwabara et al. (1997) analisaram 115 diferentes alimentos,
divididos em 13 grupos e constataram que peixes, ovos e carnes, bem como leite e
derivados foram os principais grupos onde se destacou a presenca de praguicidas
organoclorados, sendo que foi considerada a principal rota de exposi¢ao. A ingestao
diaria dos organoclorados ficou em torno de 0,56 a 4,77 ug para o DDT, 0,05 a 3,65
Mg para o HCH, 0,18 a 1,51 ug para o clordano, até 0,17 ug para o heptacloro, até
0,90 pg para o HCB e até 0,49 pg para o dieldrim. Todos os valores de ingestao
foram considerados abaixo da ingestao diaria aceitavel de acordo com a legislagéao
japonesa e nas amostras de ovos os valores encontrados estiveram abaixo dos LMR
estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude.

No continente africano, Mugambi et al. (1989), no Quénia, relataram que em
um total de 367 amostras de ovos coletadas em 61 fazendas, criadas no sistema
intensivo, no distrito do Quénia no periodo de 1984, foram encontrados residuos de
10 praguicidas organoclorados, sendo eles o DDE em 100% das amostras, o DDT
em 98%, o dieldrim em 95%, o lindano em 66%, o DDD em 46%, o op’DDT em 17%,
o beta HCH em 9%, o alfa HCH em 5%, o endrim em 4% e o aldrim em 0,5%. Os

autores também observaram que os ovos das aves criadas livres, proximas a
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plantacbes de arroz tiveram todas as amostras positivas para os organoclorados
estudados, demonstrando a existéncia de contaminagao do meio ambiente.

Kahunyo et al., em 1988, analisaram 105 amostras de ovos, coletadas em 7
regides no Quénia, observaram que 17,1% das amostras apresentaram niveis
elevados de DDT, estando os valores acima do LMR do pais.

Kessabi et al., em 1990, no Marrocos relataram que no estudo de
monitorizagao realizado naquele pais, os praguicidas organoclorados foram os mais
encontrados, sendo que 86% apresentaram residuos de lindano e 93% com
residuos de hexaclorobenzeno, e 7,5% os valores encontrados ultrapassaram o
LMR.

Woktelius e Edwards (1997) em estudo realizado com diferentes espécies de
aves observaram que o0s praguicidas organoclorados sdo os produtos mais
frequentes, principalmente, o DDT e o dieldrim.

El-Hoshi e Nazem (2000), no Egito, analisaram 40 amostras de ovos
desidratados e 10 amostras de albumen, para os praguicidas organoclorados e
organofosforados, e observaram que nas gemas dos ovos desidratados estavam
presentes praguicidas organoclorados, sendo: 17,5% de DDT; 22,5% de HCH;
12,5% de heptacloro e 10,0% de heptacloro epdxi; 12,5% de dieldrim e 10% de
endrim; estas substédncias ndo foram encontrados na clara, devido a baixa
solubilidade e os praguicidas organofosforados ndo foram encontrados em nenhuma
das amostras analisadas. Todas as amostras que apresentaram organoclorados os
valores obtidos estiveram abaixo dos LMR estabelecidos pela legislagao.

Na Australia, Noble (1990) encontrou aldrim e dieldrim em ovo na quantidade

de 0,10 mg/kg, sendo que o valor 0,015 mg/kg € o indicado pela legislagéo do pais;
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para os outros organoclorados o autor nao citou valores de limites maximos de
residuos.

Na Indonésia, Indraningsih, et al., em 1988, analisaram 78 amostras de ovos
de aves (galinha, codornas e patas). Residuos de praguicidas organoclorados como
lindano, aldrim, dieldrim e DDT e seus metabdlitos foram comumente encontrados.
Foram comparados os resultados dos ovos de galinha (total de 20 amostras) com
ovos de outras aves, como a codorna, e o inseticida organoclorado DDT foi o que
esteve mais presente nos ovos analisados, principalmente nos ovos de galinhas,
sendo que os niveis encontrados foram mais elevados.

Paises do continente americano e europeu possuem programas de
monitorizagdo e seus resultados também relatam a contaminagédo por praguicidas
em produtos de origem animal como os ovos.

The KAN-DO team (1995) nos EUA, em estudo de monitorizagéo realizado
em 10 anos (1982 a 1991) em alimentos in natura e processados, totalizando 17.050
amostras, observaram que: a) em ovos fritos, o DDE esteve presente em 13
amostras, o demetom-S-metilico sulfona em 2 amostras, o dieldrim em 3 amostras, o
heptacloro epéxido em 1 amostra, o trans nanocloro em 1 amostra e os PCBs em 6
amostras; b) para ovos fritos, o DDE esteve presente em 11 amostras, o demetom-
S-metilico sulfona em 2 amostras, o dieldrim em 1 amostra, o difenil etil fosfato em 1
amostra, o heptacloro epoxido em 1 amostra, o HCB em 5 amostras, o lindano em 1
amostra, a malationa em 2 amostras e o triclorobenzeno em 1 amostra; e ¢) em ovos
cozidos foram encontrados o clordano em 1 amostra, o clorpirifés em 1 amostra, o
DDE em 8 amostras, o demetom-S-metil sulfona em 1 amostra, o dieldrim em 6
amostras, o heptacloro epdxido em 1 amostra, o HCB em 1 amostra, o nanocloro em

1 amostra e os PCBs em 2 amostras.
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No Canada, Frank et al., em 1990 demonstraram que os praguicidas
organoclorados diminuiram nos ultimos 20 anos apds a proibicdo do uso no pais.
Neste estudo foram coletadas 602 amostras de produtos de origem animal, sendo 62
amostras de ovo e os resultados foram 21% das amostras com residuos de DDE e
14% com residuos de lindano.

Durante o periodo de 1993 a 1995, em projeto de monitorizagao realizado na
Italia, Binato et al. (1996) analisaram 798 amostras para praguicidas organoclorados
e 458 para praguicidas organofosforados. Praguicidas organoclorados e
organofosforados estiveram presentes em 4,0% das amostras de ovo analisadas,
entre os praguicidas mais encontrados destaca-se o DDT e seus metabdlitos e o
HCH e isbmeros. A concentragao dos produtos encontrados esteve abaixo do LMR
permitido.

Na Dinamarca, no periodo de janeiro de 1995 a dezembro de 1996 foram
analisadas 1567 amostras de produtos de origem animal, entre eles ovos de galinha;
os autores verificaram a presenga de praguicidas organoclorados na maioria das
amostras de alimento de origem animal, como ovos e leite (JUHLER et al., 1999).

Zmudzki et al. (1992) no periodo de 1989 a 1990, na Polbnia, analisaram 23
amostras de ovos e constataram a presenga de praguicidas organoclorados em
todas as amostras analisadas.

Na Alemanha, Ueberschar (1995) também analisou amostras de ovos e
constatou a presenca de organoclorados, porém estas substancias quimicas estivam
abaixo dos niveis considerados como de risco a saude.

Darmerud et al. (2007), na Suécia, avaliaram a cesta basica e diferentes

produtos consumidos pela populacao. Destes, os peixes foram os que apresentaram
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as maiores quantidades de residuos de pesticidas; os autores observaram que a
populagao esteve exposta ao consumo de poluentes orgéanicos persistentes.

Os trabalhos acima citados mostraram que os praguicidas organoclorados
sao aqueles mais encontrados nas amostras analisadas, com uma tendéncia de
declinio, em fungdo da restricdo mundial de sua utilizagcdo na agropecuaria. No
presente estudo, foi encontrado apenas em uma unica amostra o herbicida alacloro,
refletindo também aqui no Brasil a importancia da proibicdo do uso dos praguicidas

organoclorados.

5.2 PRAGUICIDAS, MEIO AMBIENTE E OUTRAS AVES

Estudos realizados com outras espécies de aves, como aves marinhas
demonstram a existéncia de contaminacdo no meio ambiente, assim como nos
produtos utilizados como alimentacao destes animais.

A presencga de contaminantes, principalmente praguicidas organoclorados nos
ovos pode ser avaliada a partir de estudos de monitorizagao de diferentes regides,
de diferentes colbnias, de diferentes passaros etc. Turle et al. (1992), nos EUA,
validaram um estudo, no qual € sugerida a composicao de amostras de ovos de
varios ninhos. Os ovos avaliados separadamente e na amostra composta revelaram
a presenga de contaminantes organicos. Os autores ndo observaram diferengas nos
resultados quando comparados aqueles das amostras simples e das compostas.

As aves podem ser utilizadas como indicadores de contaminacdo do
ambiente, principalmente para praguicidas organoclorados, PCBs e metais pesados.

Neste sentido, varios autores relataram a presenca de contaminantes
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organoclorados em ovos, além de plasma e alimentos que compde a dieta alimentar
destes animais.

Em estudo realizado na Alemanha, em estuarios do rio Sena, Vilaine, Loire e
Baia de Aiguillon, na Frangca, e em estuarios em Portugal, Dietrich et al. (1997)
observaram que havia uma relagao entre a dieta alimentar e a contaminacédo dos
ovos. Neste trabalho pode-se observar que a distribuicdo dos contaminantes na
costa européia foi desigual. Em 1991 e 1992 vinte ovos de 40 aves (20 casais) foram
coletados dos ninhos; repetiram-se as coletas em 1992 e também analisaram os
alimentos desses animais (poliquetos, crustaceos, moluscos e larvas de
quironomidas). Os ovos mostraram baixa contaminagao por organoclorados, porém,
os valores encontrados estavam em desacordo com a legislagdo da Alemanha. Os
resultados encontrados foram: 0,7 ppb de alfa HCH; 9,0 ppb de gama HCH; 7,5 ppb
de HCB e 126,8 ppb de DDT.

Elliott et al. (1994) avaliaram ovos de aves de rapina no periodo de 1986 a
1989 em Ontario, Canada, e detectaram a presenca de praguicidas organoclorados
entre eles o DDE, o DDT, o DDD, dieldrim, heptacloro epoxi, HCB, mirex,
oxiclordane, PCBs, cis e trans nanocloro etc. Os pesquisadores, porém, nao
observaram diferenga na espessura da casca dos ovos devido a presenca destes
poluentes.

Indraningsih et al. (1988), na Indonésia, analisaram um total de 78 ovos de
aves (galinhas, codornas, patas etc.) do comércio local e 38 ovos de aves selvagens
para presenga de praguicidas organoclorados. Os autores observaram a presenca
de gama HCH, aldrim, dieldrim e DDT em todos os ovos das aves estudadas, sendo
que o DDT foi encontrado em maior concentragao nos ovos de galinhas (75,94 ppb).

Embora os resultados fossem positivos para os praguicidas estudados, os valores
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estavam dentro daqueles estabelecidos pela OMS e, provavelmente, estejam
relacionados a presenca desses compostos no meio ambiente.

Ormerod et al. (1994), na Irlanda, avaliaram ovos de aves aquaticas para
monitorar a presenga de praguicidas organoclorados. Os ovos de mergulhdo
coletados no periodo de 1988 a 1992 apresentaram os contaminantes HCB e gama
HCH. Os autores sugerem que a diferengca na presenga e concentragcdo destes
produtos durante o periodo estudado esteve relacionada a contaminacéo do local e
a dieta alimentar.

Scharenberg et al. (1998) avaliaram ovos de aves aquaticas no lago Berlau,
na Alemanha, e constataram que o0s ovos apresentaram contaminacido por
organoclorados, porém em baixa concentracdo. Os autores relataram que a
contaminagao dos ovos esta relacionada a alimentagdo das aves e este tipo de
trabalho de monitorizagao serve de indicador da contaminagao do lago.

Barret et al. (1996), na Noruega, avaliaram a presenga de praguicidas
organoclorados em 10 espécies de aves marinhas. Os autores observaram uma
diminuicdo nos niveis de pp’DDE, HCB, beta HCH, gama HCH e oxiclordano,
quando comparados os resultados com aqueles obtidos em 1983.

O’halloran et.al. (1993), na Irlanda, observaram que dos 17 ovos coletados
em 1988 e 38 ovos coletados em 1992, o DDT esteve presente em 70% dos ovos e
o DDE foi o praguicida mais encontrado em concentragdes de 0,68 mg/kg a 320
mg/kg. O HCB foi encontrado em apenas uma amostra de ovo em 1988 e em 30%
dos ovos em 1992.

Luke et al. (1989), na Antartica, entre o periodo de 1978 a 1983, analisaram
ovos de 15 diferentes espécies de aves para praguicidas organoclorados, PCBs e

mercurio. As concentragdes variaram ntre as diferentes espécies de aves e em
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pinglins da espécie Adelia pingdiins, foi encontrado 0,01 pg/g de HCB e DDE, 0,005
Mg/g. A presencga destas substancias foi mais evidente em aves que migraram para
diferentes regides da Antartica.

Pellantova et al. (1989), na Tchecoslovaquia, estudaram a presenca de
organoclorados, HCB, DDT e HCH, além de PCBs e metais pesados, em ovos de
gaivotas coletados em 4 regides. Todos os ovos coletados mostraram a presenga de
algum dos contaminantes. O HCB e o DDT tiveram diferengas significativas entre as
regides amostradas no periodo deste estudo, que foi de 1983 e 1986. Os autores
nao conseguiram relacionar a diferengas no ambiente e a quantidade de praguicidas
encontrados, bem como nao observaram anomalias nas espécies estudadas.

Speich et al. (1992), em areas industriais do Estado de Washington nos EUA,
estudaram o efeito dos contaminantes PCBs e DDT na formagao dos ovos. No
material analisado, coletado de aves aquaticas do local, ndo foi observada nenhuma
ma formagao na casca, bem como nos embrides dos animais que pudesse ser
relacionada a poluicdo do local.

Horthem et al. (1995) estudaram ovos de aves aquaticas coletados em
diferentes lugares na Baia de Sao Francisco nos EUA, no periodo de 1989 a 1991, e
observaram que os organoclorados provocaram algumas alteragdes na reprodugao
dos animais, porém as concentragdes encontradas eram baixas para associar este
disturbio a presencga dos contaminantes.

Heinz et al. (1995), no periodo de 1977 a 1990 analisaram ovos de patos
selvagens da regido do lago Michigan nos EUA, para os organoclorados DDT,
dieldrim, canfecloro, mirex, endrim, clordano, PCBs, DDE heptacloro epoxi, HCB
oxiclordano e nanocloro. Os autores observaram uma diminuicdo na concentragao

dos praguicidas organoclorados, tais como, o pp’'DDE que teve um decréscimo de
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66% do periodo de 1977-78 a 1990, e do dieldrim de 16%. Neste trabalho também
foi verificada a taxa de eclosdo dos ovos das aves, observando um aumento no
periodo de 79,1% para 83,5%. A diminuicdo na contaminagédo do ambiente pode ter
favorecido o aumento na taxa de eclosao dos ovos.

Pastor et al. (1996), na Espanha, estudaram a distribuicdo dos contaminantes
organoclorados e PCBs em gemas de ovos de aves e embrides de aves. Durante o
periodo estudado, 1993, os autores observaram que os principais contaminantes de
aves sdo o DDT e os PCBs. A avaliagao da gema e dos embrides mostrou que as
gemas sdo mais contaminadas do que os embrides e o conteudo do saco aminiético
das aves.

Burger, et al. (1995), nos EUA, estudaram aves marinhas e observaram a
textura da casca dos ovos das aves; este parametro muito utilizado desde os anos
1960 para avaliar a contaminagao do meio ambiente, principalmente por praguicidas
organoclorados. Os ovos coletados e analisados no inicio dos anos 1970, 1980 e
1990 mostraram aumento na espessura da casca. Os autores associaram este fator
a diminuicao dos niveis de poluentes, principalmente os praguicidas organoclorados.

Custer et al. (2000), nos EUA, observaram a presenga de organoclorados e
PCBs em ovos de diferentes espécies de aves, na regiao do rio Mississipi, no Estado
de lowa. Neste estudo, os autores citam que as andorinhas sao muito utilizadas
como bioindicadores. O mirex foi encontrado em apenas um ovo dos ninhos
analisados, enquanto o pp’'DDD em 4 ovos € o pp’DDT em um ovo; todos em
concentragdes inferiores a 0,05 pg/g. O pp’DDE esteve em torno de 0,11 a 0,17
Mg/g; dieldrin, 0,03 pg/g; oxiclordano, 0,02 a 0,04 ug/g; heptacloro epdxido 0,05 a

0,07 pg/g e transnanocloro 0,01 a 0,03 ug/g. Apesar dos resultados obtidos, os
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praguicidas organoclorados nao foram detectados nos alimentos consumidos pelas
aves, tais como, animais bentdnicos.

Henny, et al. (1998), na Russia, coletaram 52 amostras de ovos de 12
diferentes espécies de aves de rapina; o estudo ocorreu durante o periodo de 1992
a 1993. Apesar da contaminacgao por praguicidas organoclorados ter sido frequente,
a concentragcao encontrada estava abaixo daquela a qual efeitos deletérios podem
ser associados.

Bowerman et al. (1998) analisaram ovos de aguias, no Canada, os autores
avaliaram o uso de aguias como bioindicadores da qualidade da agua e aspectos
reprodutivos em relacdo a presenca de contaminantes, tais como, PCBs e
praguicidas organoclorados. N&o foi observada mudanga na concentracdo dos
contaminantes estudados e os autores sugerem que estes resultados estao
relacionados a migragao destes animais.

Pekarik et al. (1998), no Canada, comentaram sobre a analise de ovos de
gaivota, coletados em 13 colbnias, durante o periodo de 1974 a 1885. Os autores
avaliaram a presenca de organoclorados e através de tabulagbes estatisticas dos
dados, foi observada uma flutuacdo nos niveis de contaminacdo durante o periodo
estudado; alguns praguicidas, como o dieldrim e o heptacloro epdxido, mostraram
uma maior diminui¢cao dos niveis de contaminagao.

Berny et al., na Franga, em 2002, observaram a contaminagdo do ambiente
por industrias e areas agricolas, quanto ao desenvolvimento das aves (garcas) da
regidao, no periodo de 1996. Dentre os niveis encontrados de organoclorados, o
lindano foi aquele que apresentou maior concentragcdo: 0,01 a 0,7 pg/g; esta
quantidade, porém nao esteve associada a disturbios no desenvolvimento das aves.

Quanto ao DDE, foi encontrado até 1,0 ug/g.
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No estudo de Elliott et al. (1998), no Canada, foram coletados ovos e plasma
de aguias em diferentes regides no Estreito de Geodrgia, para avaliar a presencga de
praguicidas organoclorados. Os autores ndo observaram diferenga entre as regides
para os praguicidas organoclorados, tais como o DDE. A presenga de contaminantes
nas regides estudadas ndo levou os autores a concluir que os contaminantes
interferiram na reproducao dos animais.

Clark et al. (2001) relatam que aves aquaticas sdo bons bioindicadores de
estuarios marinhos, principalmente devido a dieta alimentar exclusiva, composta de
peixes. Em estudo realizado na costa do Atlantico e rio Mauricio em Nova Jersey,
EUA, os autores avaliaram aves aquaticas e observaram a presenca de DDT em
niveis elevados; alguns outros contaminantes contribuiram para uma diminuigao na
reproducdo destes animais. O estudo conduzido no periodo de 1989 foi repetido em
1998 e os autores constataram que reducido de muito dos contaminantes, tais como,
o DDE de 1,2 a 3,2 mg/kg para 0,7 a 1,2 mg/kg. Ao avaliar o alimento destas aves
observou-se também uma diminui¢do na contaminagao, sendo para o DDE de 0,05 a
0,69 mg/kg para 0,03 a 0,13 mg/kg. Os autores justificam que estes estudos de
monitorizacao sao importantes para controlar a presenga de contaminantes no meio
ambiente.

Weber et al. (1998), na Alemanha, coletaram 60 ovos de aves de rapina e
pesquisaram organoclorados. O pp'DDE esteve presente nos ovos em baixa
concentracdo. Os ovos da area industrial tinham mais HCB e beta HCH do que
aqueles da area rural, enquanto o pp’DDT foi encontrado na area rural. Durante o
estudo, de 1987 a 1993, observou-se uma diferenca na distribuicdo dos
contaminantes, como, por exemplo, HCB, beta e gama HCH diminuiram entre 1990

e 1991.
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Nagel et al. (2001) estudaram ovos de pomba, na Suica como bioindicadores
de contaminacdo do ambiente. Esses autores observaram que entre o0s
organoclorados, o DDE era o unico presente nas amostras de ovos analisadas.
Comparando com os ovos de pombas de outras localidades, os autores julgaram
gue os niveis encontrados para os organoclorados e outros poluentes organicos
apresentaram niveis baixos de contaminacdo. No estudo ficou destacada a
importancia de se utilizar ovos de pombas como bioindicadores dos niveis de
poluicao e a contribuicdo do risco a saude, destes poluentes em areas urbanas.

Weselch et al. (1994), na regido dos Grandes Lagos no Canada, em estudo
feito em 1983, verificaram que muitos ovos apresentaram-se contaminados por
praguicidas organoclorados, como o pp’'DDE, o dieldrim, o heptacloro epoxido, o
HCB e o dodecacloro, sendo observado um declinio no nivel de contaminantes
organoclorados de 84% desde 1974. Os autores n&o estabeleceram relacao entre a
distribuicdo dos contaminantes na dieta alimentar e as cascas dos ovos se
mostraram 8% mais finas do que o estudo anterior, e estas ndo foram a causa do
nao desenvolvimento dos embrides. Os autores associaram a diminuicdo do
desenvolvimento com aspectos como desaparecimento dos ovos e o canibalismo. A
reducao do principal alimento na regido foi a causa da diminuigdo das colénias.

Ryckman et al. (1998), na regidao dos Grandes Lagos no Canada, estudaram
ovos de cormorao, no periodo de 1970 a 1995. O estudo de monitorizagao, quanto a
contaminagdo dos ovos por praguicidas organoclorados, mostrou que o pp’'DDE
esteve presente em alta concentracdo nas amostras. Os autores observaram que a
presenca destes contaminantes nos diferentes pontos de coleta do lago foi desigual.
Observou-se também que houve um declinio nos niveis de organoclorados e que

para o DDT os niveis eram diferentes nas diferentes areas.
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Blus et al. (1998) observaram os niveis de contaminagcdo por praguicidas
organoclorados. Foram analisados ovos de andorinha do mar e alteragdes no
desenvolvimento dos embrides também foram constatadas. Os autores descreveram
que no rio Columbia (América do Norte) na regido de Wallula ha uma industria
produtora de papel e o cloro ou substancias cloradas utilizadas no branqueamento
do papel contaminam a regido, principalmente com dioxinas e furanos. Muitos dos
peixes coletados na regido apresentaram elevados indices dessas substancias. Os
autores, porém, relataram que as anormalidades dos embrides nao podem ser
relacionadas aos PCBs e organoclorados presentes nos ovos das aves e a presenga
da fabrica de papel.

Albanis et al. (1995) avaliaram ovos de pelicano, bem como seu principal
alimento, as enguias. As amostras foram coletadas no periodo de 1992 e 1993, na
Grécia, e apresentaram contaminagao por Alfa HCH 7,9 ug/g; beta HCH 16,42 ug/g;
lindano 7,65 pg/g; pp’'DDD 4,28 ng/g; pp’DDE 5,42 nug/g; e pp’'DDT 4,4 ug/g. Os
autores relataram que no periodo de 1950 a 1960 houve o uso de praguicidas
organoclorados em larga escala e que estes compostos foram banidos em 1972. Os
estudos mostraram a presenca desses compostos na alimentacdo das aves
(enguias) e também no sedimento e agua.

Heinz et al. (1994), no periodo de 1977 a 1990 estudaram a presencga de
PCBs e praguicidas organoclorados, tais como, DDT, dieldrim, canfecloro, mirex,
endrim, HCB, oxiclordano e nonacloro em ovos de aves aquaticas presentes no lago
Michigan no Estado de Wisconsin, nos EUA. Os autores observaram que houve uma
diminui¢ao a presenca destes contaminantes, sendo que os PCBs descresceram em
60%, o pp’DDE em 66% (6,5 mg/kg para 2,2 mg/kg) e o dieldrim decresceu 16%

(0,82 mg/kg para 0,69 mg/kg).
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Scharenberg et al. (1998) ressaltaram a importancia da analise de ovos de
aves migratdrias como um recurso para se observar a contaminagao—bioindicador. O
locar escolhido foi o lago Belau situado ao norte da Alemanha e que € bem
conhecido por ter baixos niveis de contaminagao. A coleta ocorreu no periodo de
1993 a 1995 e utilizaram o método S19 e extragdao com soxlet. Foi encontrado HCB
(0,02 mg/kg), beta HCH (0,003 mg/kg), gama HCH (0,004 mg/kg), pp’DDE (1,55
mg/kg) em mergulhdo; e para gaivota pp’DDE (0,06 mg/kg); pp’DDT (0,009 mg/kg) e
pp’DDD (0,003 mg/kg). Os ovos foram coletados em 5 areas e os ovos de mergulhao
foram os que apresentaram as maiores concentracdes para o DDT, o BHC e HCB;
as diferencas encontradas estdo relacionadas a dieta alimentar e ao metabolismo
das aves.

Goutner, et al. (2001), em coleta de ovos de aves marinha feitas no mar Egeu,
na Grécia, em estudo feito no periodo de 1997 a 1998, observaram a presenca de
praguicidas organoclorados e atribuiram as diferengas ocorridas na variedade e
concentracdo dos contaminantes a dieta alimentar. Os autores observaram em 1997
a presenca de heptacloro e DDD nos ovos das aves e, em 1998, o heptacloro
epoxido; um fator importante na distribuicdo dos praguicidas foi relacionado a
poluicdo do ambiente marinho. A presencga dos contaminantes ndo provocou efeitos
adversos a reproducdo dos animais.

Considerando os trabalhos acima citados, nos quais se estudou aves de vida
livre e a contaminagdo do meio ambiente, ficou evidente que os praguicidas
organoclorados sdo aqueles mais encontrados nas amostras coletadas, devido sua

grande estabilidade quimica e persisténcia no meio ambiente.
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5.3 RISCO ASSOCIADO A PRESENCA DE PRAGUICIDAS NOS ALIMENTOS

A avaliagdo dos niveis de residuos de praguicidas nos alimentos deve ser
muito estudada, ndo s6 em produtos de origem animal, como também naqueles de
origem vegetal. Estes estudos de monitorizagdo servem como indicadores da
qualidade dos alimentos e ornecem dados para se estabelecer o risco a saude
humana e de outros seres vivos associada a presencga destas substancias nos
alimentos. Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos praguicidas, estes podem
permanecer nos alimentos e o risco a saude deve ser considerado.

Muitos dos praguicidas comercializados no mundo apresentam LMR
estabelecidos tanto para produtos de origem animal, como o ovo de galinha, como
também para produtos de origem vegetal, como o milho, citado anteriormente. No
Brasil, apenas 4 praguicidas possuem LMR estabelecido para ovo. E importante
salientar que a dieta alimentar € composta de diversos alimentos e assim a
probabilidade de estar exposto aos praguicidas por diferentes fontes € grande, além
da possibilidade de um praguicida estar presente em mais de um tipo de alimento.
Pode-se citar, como exemplo, aqueles que apresentam LMR em ovo, como, a
ciromazina, o 2,4-D, o carbaril, a etiona e o tidiazurom. Estes praguicidas
apresentam LMR em outros alimentos importantes da dieta alimentar humana, como
0 arroz, a banana, a batata, a cebola, o feijao, a maga, a laranja, o pepino, o tomate
etc. Desta forma, a somatdria da presenca destes produtos nos diferentes alimentos,
associada a de outros praguicidas provoca uma maior exposi¢ao ao risco para estas
substancias quimicas. Para esses praguicidas, a ingestdo de ovo, de acordo com a

dieta basica brasileira (IBGE, 2004) ha uma contribuicdo de 5,9% da IDA para a
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ciromazina, de 78,3% para o carbaril, 47% para a etiona, de 2,3% para o 2,4-D e
sem valor para o tidiazurom, que n&o possui estudo toxicolégico para o
estabelecimento da IDA até o presente momento.

E possivel observar nos trabalhos citados anteriormente que residuos de
praguicidas sdo comuns de serem encontrados, podendo estar presentes nos
alimentos em valores seguros. De acordo com os estudos toxicoldgicos existentes,
os alimentos devem ser continuamente avaliados para se conhecer o risco de
consumir residuos de praguicidas.

Em particular, o praguicida alacloro detectado em uma das amostras de ovo
analisada, considerando o risco a saude do consumidor, mostrou que independente
da quantidade encontrada e, apesar de nao haver IDA estabelecida para este
herbicida, a presenga desta substincia pode ser associada a risco a sua saude.
Também deve ser ressaltado que a constatacdo deste herbicida no alimento
estudado pode estar associada a pratica agricola, uma vez que € utilizado em
cultura de milho e nao existe produto veterinario registrado no MAPA que contenha
essa substancia como principio ativo.

Estudos toxicolégicos feitos com o alacloro demonstraram que animais de
laboratério (ratos e camundongos) apresentaram aumento na incidéncia de
adenocarcinomas nasal, estomacal e pulmonar (MiDIO; MARTINS, 1997). Ainda, de
acordo com o International Programme on Chemical Safety, o alacloro pode estar
relacionado a problemas no figado e como agente cancerigeno (ICPS, 2007). Essas
informacdes servem de subsidios para reforgar a importancia do monitoramento de

residuos em alimentos, visando reduzir o risco a saude humana.
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Finalizando, é importante destacar também que a produgdo de alimentos
tanto para o consumo humano, como animal, € 0 meio ambiente devem ser

mantidos o mais seguro possivel para a manutencao da qualidade de vida.
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6 CONCLUSOES

Os estudos de recuperacdo mostraram que o método analitico DFG S19 para
a pesquisa simultdnea de varios praguicidas em amostras de ovo é bastante
eficiente.

Os limites de quantificagdo para os praguicidas pesquisados em amostras de
ovo variaram de 0,003 mg/kg a 0,060 mg/kg e estes atendem as necessidades para
pesquisas de residuos, seguindo orientacao dos LMR estabelecidos pela legislagao
brasileira e Codex Alimentarius.

Os praguicidas organoclorados foram os que apresentaram o0s menores
limites de quantificagdo, como os isbmeros do DDT e HCH, bem como alguns
piretroides, como cipermetrina, fenpropatrin e fenvarelato.

Apenas o herbicida alacloro foi encontrado em uma unica amostra das 150

analisadas, na quantidade de 0,01 mg/kg.
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