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RESUMO

O mel ¢ um produto de reconhecidas propriedades nutritivas e terap€uticas e, o qual pode
atuar como um excelente bioindicador, dada a forma como as abelhas recolhem e processam a
matéria-prima utilizada na sua elaborag¢do. O monitoramento de residuos de pesticidas no mel
¢ importante, tanto para o controle de qualidade do produto nos mercados nacional e
internacional, quanto na avaliacdo do potencial de contaminagdo em areas proximas a cultivos
agricolas. Considerando tais fatos, foi desenvolvido um método para andlise dos inseticidas
carbamatos (carbaril e carbofurano), organoclorados (aldrin e dieldrin), organofosforados
(dimetoato e parationa metilica) e piretroide (permetrina), além do herbicida do grupo das
anilidas (propanil) e fenoxidcidos (2,4-D) em mel. Para tanto, neste trabalho foram
estabelecidas condigdes analiticas para a adequada determinacdo dos residuos dos citados
pesticidas utilizando a técnica de extragdo em fase solida e cromatografia liquida com
deteccao espectrofotométrica com arranjo de diodos. O trabalho teve como objetivo comparar
diferentes condicdes analiticas para a determinacdo dos pesticidas, buscando-se melhor
separac¢do, sensibilidade, precisdo e exatiddo na determinacdo de residuos dos pesticidas em
amostras de mel de abelhas. Solugdes-padrao em concentragdes variando de 1,0 a 20,0 ug
mL"! foram avaliadas em diferentes fases moveis, utilizando-se coluna C;g (250 x 4.6 mm d.i.,
5 um). A composicdo da fase moével mais adequada foi acetonitrila:zdgua em pH 3,0
(acidificada com 4acido acético), em modo gradiente, monitorando-se 0s compostos em
comprimento de onda de 220 nm. Nas condigdes estabelecidas, excetuando-se aldrin, dieldrin
e dimetoato, foram observadas recuperagdes entre 75,26% a 113,58%, com coeficientes de
variagdo entre 2,16% a 11,31%, para niveis de concentragdo entre 0,10 a 1,00 pg.g’
(coeficientes de correlacdo entre 0,9978 e 0,9998). Recuperacdes inferiores a 50 % foram,
entretanto, observadas para os citados inseticidas, utilizando-se solvente extrator acetato de
etila e eluicdo com acetato de etila, sendo necessarios novos estudos para obtengdo de
melhores recuperagdes para tais compostos.

Palavras-chaves: Pesticidas. Mel. HPLC-DAD. Extracao em fase sélida, SPE.



ABSTRACT

Honey is a product of proven therapeutic and nutritional properties, and which may act as an
excellent bioindicator, given the way the bees gather and process the raw material used in its
preparation. The monitoring of pesticide residues in honey is important both to control
product quality in domestic and international markets, and in assessing the potential for
contamination in areas near agricultural crops. Considering these facts, we developed a
method for analyzing carbamate insecticides (carbaryl and carbofuran), organochlorine (aldrin
and dieldrin), organophosphates (dimethoate and parathion methyl) and pyrethroid
(permethrin), and the group of anilides herbicide (propanil) and fenoxiacidos (2,4-D) in
honey. Hence, in this work the analytical conditions were established for the proper
determination of residues of pesticides cited using the technique of solid phase extraction and
liquid chromatography with UV detection with a diode array. The study aimed to compare
different analytical conditions for the determination of pesticides, looking for better
separation, sensitivity, precision and accuracy in the determination of pesticide residues in
samples of honey bees. Standard solutions at concentrations ranging from 1.0 to 20.0 u g mL-
1 were evaluated in different mobile phases, using a C18 column (250 x 4.6 mm id, 5 pu m).
The mobile phase composition more suitable was acetonitrile: water at pH 3.0 (acidified with
acetic acid) in gradient mode, for monitoring the compounds at a wavelength of 220 nm. In
the established conditions, except for aldrin and dieldrin and dimeotate, it was observed
recoveries between 75.26% and 113.58%, with variation Coefficients Between 2.16% and
11.31% for concentration levels raging from 0:10 to 1.00 p gg-1 (correlation coefficients
between 0.9978 and 0.9998). Recoveries lower than 50% to the cited insecticides were
observed when using ethyl acetate solvent extractor and the solvent elution by ethyl acetate, in
such a way new studies can be done to obtain better recoveries for these compounds.

Palavras-chaves: Pesticidas. Mel. HPLC-DAD. Extra¢dao em fase solida, SPE.
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1. INTRODUCAO

1.1 Pesticidas

1.1.1 Origem

O uso de substancias denominadas "pesticidas" ou "agrotoxicos" ndo ¢ uma novidade.
De fato, desde a década de 30, com o desenvolvimento do composto organoclorado
diclorodifeniltricloro-etano (DDT), varios compostos tém sido regularmente e intensamente
aplicados para diversos fins, seja em campos agricolas, programas de saude publica, areas
urbanas e industriais, dentre outros. Como consequéncia, a persisténcia e 0 modo de dispersao
dos pesticidas tornaram-se um grande problema para o ambiente e para a saude, levando-o a
ser proibido comercialmente nos Estados Unidos, em 1972 (ETO, 1977), e nove anos depois,
também proibido no Brasil.

Em 1897, o alemdo Michaelis e o russo Arbuzov foram os primeiros a trabalhar
com os classicos ésteres contendo fosforo, mas o progresso dos pesticidas organofosforados
deve-se aos trabalhos de Gerhard Schrader, iniciados na Alemanha, por volta de 1934. O mais
conhecido foi o Octamethyl Pyrophosphoric Amidate (OMPA), primeiro inseticida de agdo
sistémica, descoberto em 1941, que passou a ser chamado de “Scharadan”, em homenagem ao
seu descobridor. Devido a possibilidade do composto ser usado como arma quimica, os
resultados destas pesquisas permaneceram secretos durante a I Guerra Mundial (ETO, 1977).
A utilizac¢do de agrotoxicos teve inicio na década de 20, e durante a segunda guerra mundial
foram utilizados até como armas quimicas. Na guerra do Vietnd, por exemplo, o herbicida
2,4-D, conhecido como “Tordon” (agente laranja), foi utilizado como desfolhante,
provocando a morte de centenas de pessoas e séria contaminagao ambiental (AMARANTE Jr
e RIBEIRO, 2005).

No Brasil, a década de 70 foi a época de grande expansao da produgdo e do uso de
pesticidas, em razdo dos incentivos para a produgao agricola e a politica de exportacdo. Desde
entdo, com a expansao no mundo agricola, dirigido pelo aumento de niveis populacionais, a
pesquisa de novos pesticidas tem crescido consideravelmente Por exemplo, foram
introduzidas novas familias de produtos, tais como carbamatos e piretroides (LARA e

BATISTA, 1992).
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1.1.2 Definicao

Um grande nimero de substancias ¢ utilizado no combate as pragas, as ervas
daninhas e doengas das plantacdes. Para estas, varias denominagdes tém sido usadas:
defensivos agricolas, biocidas, pesticidas, praguicidas e agrotdxicos.

A Resolugdo 12/74, da antiga Comissdao Nacional de Normas e¢ Padrdes para
Alimentos (CNNPA), do Ministério da Satde, definiu Pesticida como: “substancia ou mistura
de substancias destinada a prevenir a a¢do, ou destruir direta ou indiretamente insetos, acaros,
roedores, fungos, nematodides, ervas daninhas, bactérias e outras formas de vida animal ou
vegetal prejudiciais a lavoura, a pecudria, aos seus produtos e outras matérias primas”.
Incluem-se, na definicdo, os desfolhantes, os dessecantes, as substancias reguladoras de
crescimento vegetal, os esterilizantes de sementes e os feromonios; excluem-se as vacinas,
medicamentos, os antibidticos de uso veterinario e os agentes de controle biologico (LARA e
BATISTA, 1992).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define agrotéxicos e afins
como “sendo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas ¢ de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da a¢do danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substincias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento” (ANVISA, 2008).

No Brasil, o consumo de agrotoxicos cresceu bastante nas ultimas décadas,
transformando o pais em um dos lideres mundiais no consumo de agrotoxicos. Entre 1972 e
1998, a quantidade de ingrediente ativo vendido cresceu 4,3 vezes, passando de 28.043
toneladas para 121.100 toneladas/ano. A importancia economica deste mercado ¢ evidente:
segundo a ABIFINA (Associagdo Brasileira das Industrias de Quimica Fina, Biotecnologia e
suas Especialidades), o faturamento do segmento agroquimico saltou de 1,2 bilhdes em 2002
para 4,4 bilhdes em 2004. Em relacdo as classes de uso, em 2004, 40% dos produtos vendidos
eram herbicidas, 31% fungicidas, 24% inseticidas e 5% outros (ABIFINA, 2008).

O consumo de agrotoxicos difere em varias regides do pais, nas quais se misturam
praticas agricolas intensivas e tradicionais, nestas ultimas nao sendo utilizados de forma
intensiva. Os agrotoxicos tém sido mais usados nas regides Sudeste (cerca de 38%), Sul

(31%) e Centro-Oeste (23%). Na regido Norte o consumo de agrotoxicos ¢,



18

comparativamente, muito pequeno (pouco mais de 1%), enquanto na regido Nordeste
(aproximadamente 6%) uma grande quantidade concentra-se, principalmente, nas areas de
agricultura irrigada. O consumo de agrotoxicos na regido Centro-Oeste aumentou nas décadas
de 70 e 80 devido a ocupagdo dos Cerrados. Tal uso vem crescendo e aumentando
consideravelmente devido ao aumento da area plantada de soja e algodao na citada regido. Os
estados que mais se destacam quanto a utilizagdo de agrotoxicos sdo: S@o Paulo (25%),
Parana (16%), Minas Gerais (12%), Rio Grande do Sul (12%), Mato Grosso (9%), Goias
(8%) e Mato Grosso do Sul (5%). Quanto ao consumo de agrotoxicos, por unidade de area
cultivada, a média geral no Brasil passou de 0,8 kg de ingrediente ativo (i.a.) por hectare (ha’
1, em 1970, para 7,0 kg i.a. ha”', em 1998. Com relacio a quantidade total de ingredientes
ativos, as culturas agricolas brasileiras nas quais mais se aplicam agrotoxicos sdo: soja, milho,
citros e cana-de-agucar, nesta ordem. Entretanto, com o atual crescimento das areas com
cultura de cana-de-acucar, o consumo de agrotoxicos no Brasil vem se modificando
rapidamente (AGROTOXICOS NO BRASIL, 2009).

Residuos de pesticidas sdo definidos como sendo a quantidade de pesticida e/ou seus
derivados remanescentes no ar, no solo, nos alimentos ou na agua, decorrente do emprego do
pesticida, e expresso em partes dos principios ativos em milhdo de partes do alimento, ppm.
Os niveis de tolerancia sao as quantidades maximas de residuos de pesticida tolerados nos
alimentos ou na 4dgua, em decorréncia de sua aplicagdo adequada, numa fase especifica desde
a sua producdo até o consumo, geralmente expresso em mg/kg (GELMINI, 1991).

Todas as substancias quimicas sdo tdxicas em certas condigdes de exposi¢cdo. No
entanto, para toda substancia deve haver alguma condi¢ao de exposicao que seja segura no
que se refere a saude humana, com a possivel exce¢do dos agentes carcinogénicos e
mutagénicos. Ou seja, condicdes de exposicdo nas quais as substancias quimicas sejam
mantidas abaixo do nivel maximo permitido. E quando ndo for possivel definir um limite

maximo permitido (OGA, 2003).
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1.1.3 Uso e impactos causados pelos agrotdxicos

Embora de dificil avalia¢ao, os custos sociais e ambientais decorrentes do uso de
agrotoxicos sdo altos (GARCIA, 2001). A Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) estima que,
em todo mundo, mais de 500 milhdes de pessoas exponham-se aos agrotdxicos pelo trabalho
agricola e que ocorram cerca de 3 milhdes de intoxicagdes severas, incluindo 1 milhdo de
casos de intoxicacdes agudas ndo-intencionais, com 20.000 mortes ao ano, sendo 70% dos
casos por exposicdo ocupacional. Estima-se, ainda, que os efeitos cronicos, mais dificeis de
serem avaliados, incluam anualmente 25 mil casos de seqiielas neuro-comportamentais, 37
mil casos de cancer, principalmente em paises em desenvolvimento, e 700 mil casos de
dermatoses.

No Brasil, estima-se que cerca de 15 milhdes de pessoas que trabalham na
agricultura estejam potencialmente expostas aos agrotoxicos, em quantidades bastante
significativas. Dentre os casos, estima-se que anualmente ocorram de 150 mil a 200 mil

intoxicagdes agudas que nao sao propositais, com 3 mil a 4 mil 6bitos (GARCIA, 2001).

1.2 Bioindicadores

Em um ecossistema, energia, matéria e organismos vivos (carreadores de
informagdes) interagem em uma complexa rede de processos. Modificagdes em um
compartimento necessariamente induzem a alteragdes em outros. A freqliéncia das alteracdes
no sistema, entre outros, ¢ determinada pelo grau de adaptagdo e pela selegdo de processos,
em nivel individual e populacional. A compreensdo dos processos envolvidos ¢, na melhor
das hipoteses, parcial, e as ferramentas que sdo utilizadas na compreensdo do que acontece no
ecossistema como um todo focam apenas poucos aspectos conhecidos. As dificuldades de
avaliacdo aumentam pelo fato de que um problema ambiental pode surgir com significados
diferentes, dependendo do ponto de vista e da perspectiva de avaliagdo. Conseqiientemente, a
contribuicdo humana na solu¢do do problema, incluindo os esforcos cientificos ¢,
inevitavelmente, direcionada (LIMA, 2008).

Todo sistema bioldgico, independente se enquanto organismo, populagdo ou
comunidade, adaptou-se a um conjunto de complexos fatores ambientais ao longo da sua
evolucdo. Na biosfera, ele conquistou um espago e um nicho ecoldgico onde encontra as

condi¢des necessarias e favoraveis a sua manutengdo e reproducdo. Frente a fatores que
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exercem influéncia sobre cada organismo, existe um nivel especifico de tolerancia fisioldgica,
determinada geneticamente e adquirida filogeneticamente e que regula a capacidade de
suportar esses fatores. Se o fator ocorre em intensidade baixa ou elevada demais, porém em
nivel suportavel, o organismo encontra-se em um “péssimo fisiologico”. Somente em niveis
limitados, nos quais o fator alcanca intensidade especialmente favoravel, o organismo atinge
seu “Otimo fisiologico”. A tolerancia fisioldgica, por regra, ndo esta presente em todas as
fases de desenvolvimento de um organismo, como também ndo se apresenta, nos mesmos
niveis, para todos os individuos de uma populacao (LIMA, 2008).

Quanto a amplitude do nivel de tolerancia, conceituam-se os euripotentes como
organismos que apresentam elevada amplitude e os estenopotentes como aqueles que
apresentam estreita amplitude. O desenvolvimento de um organismo depende, com
freqiiéncia, do fator que ocorre na amplitude mais elevada ou mais estreita, ou seja, no seu
péssimo fisiologico. A alteracdo desse fator para um estdgio 6timo provoca os melhores
efeitos ecoldgicos, embora o desenvolvimento, como um todo, resulte da acdo combinada de
todos fatores atuantes. Fatores isolados podem ser substituidos entre si até uma determinada
dimensdo. A combinagdo de fatores diferentes pode resultar em um mesmo efeito, sem que
haja, contudo, uma substituicdo absoluta de fatores especificos. Cada sistema bioldgico
(organismo, populagdo, comunidade) ¢ capaz de indicar o efeito de fatores ambientais, sejam
eles naturais, antrépicos ou modificados antropicamente. A indicacdo dos fatores ambientais
bidticos ou abidticos através de sistemas bioldgicos ¢ chamada, freqlientemente, de
“bioindicagdo” (LIMA, 2008).

Bioindicadores sdo organismos ou comunidades, cujas fungdes vitais
correlacionam-se tdo estreitamente com determinados fatores ambientais, que podem ser
empregados como indicadores na avaliacio de uma dada area. Esta defini¢do inclui,
conscientemente, a indicacdo de comportamentos naturais. Por exemplo, na agricultura, pode-
se inferir sobre caracteristicas de uma regido apenas pela presenga ou auséncia de
determinadas espécies vegetais (LIMA, 2008).

Bioindicadores sdo definidos como organismos ou comunidades que respondem a
polui¢do ambiental, alterando suas fungdes vitais ou acumulando toxinas. Os processos
bioquimicos basicos sdo os mesmos em muitos organismos €, por isso, parece razoavel
utilizar organismos como bioindicadores, que reagem mais rapidamente do que o homem,
frente a toxinas ambientais. Estes organismos podem ser usados para detectar alteracdes
ambientais provocadas pelas atividades humanas, as quais podem ser perigosas para o proprio

homem. A bioindica¢do envolve a decodificacdo de informagdes de biossistemas com o
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proposito de avaliar uma dada area ou dominio. Esta definicdo falha na menc¢do do fator
tempo e da possibilidade de se usar organismos testes. A compreensdo das interagdes e
estruturas dos ecossistemas ¢ a base da pratica do uso de bioindicadores e biomonitores. A
bioacumulagdo ¢ o processo através do qual os seres vivos absorvem e retém substancias
quimicas no seu organismo; pode ser de uma forma direta, através do ambiente que os
envolve (bioconcentragdo), e indireta, a partir da alimentagdo (biomagnificacdo). Este
processo implica vdrias etapas na cadeia alimentar e diferentes tipos de alimentacdo (LIMA,
2008).

As abelhas, na busca pelo alimento, executam a tarefa vital de polinizagdo de
plantas, sendo importantes para a producao do mel e de outros produtos apicolas. A cada dia,
de 10 mil a 25 mil abelhas operdrias fazem uma média de 10 viagens para explorar
aproximadamente 7 km” nas areas que cercam seu habitat, recolhendo o néctar, a dgua e o
polen das flores. Durante este processo, diversos microorganismos, produtos quimicos e
particulas suspensas no ar sao interceptados por estes insetos, ficando retidos em seus pelos
superficiais, ou sendo inalados e unidos em seu aparelho respiratdrio. Neste processo, muitas
substancias vao sendo transformadas pelas abelhas, porém outras substancias estranhas e de
dificil transformacgdo para seu organismo podem ser, gradativamente, acumuladas em seu
organismo, sendo ainda transferidas para seus produtos como, no caso, o mel (RISSATO,
2007).

Devido aos fatores citados, as abelhas podem ser usadas como bioindicadores para
monitoramento de impacto ambiental causado por fatores biologicos, quimicos e fisicos, tais
como parasitas, contaminantes industriais ou agrotoxicos (WINSTON, 1987; EUROPEAN
COMMUNITY, 1990). Além disso, quase todos os setores ambientais (solo, vegetagdo, adgua,
ar) sdo explorados pelas abelhas produtoras de mel, fornecendo numerosos indicadores para
avalia¢dao da contaminagdo dos mesmos (WINSTON, 1987).

As duas rotas principais da contaminacao do mel com agrotoxicos sao mostradas
na Figura 1. Uma possibilidade de contaminagdo, por exemplo, ¢ o uso de acaricidas como o
amitraz, o ciamizol, o bromopropilato, o coumafos, a flumetrina ou, ainda, o fluvalinato,
usados para controlar o varroatosis e o ascospheriosis nas colméias. O uso destes compostos
no interior das colméias implica em um risco de contaminagao direta do mel e dos outros
produtos da colméia (KORTA, 2001; FERNANDEZ, 1995). A conseqiiéncia do uso intensivo
de agrotoxicos pode ser o colapso total da colonia, fato ja relatado em algumas areas

geograficas (EUROPEAN PARLIAMENT, 2003).
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Figura 1. Vias de contaminagdo de mel por pesticidas (OTERO, 2007).

A producao de mel oriundo de floradas silvestres esta se tornando cada vez mais
escassa no Brasil e no mundo. Por esse motivo, atualmente o desenvolvimento da apicultura
estad cada vez mais dependente das culturas agricolas e florestais nas quais, em alguns casos,
sdo utilizados pesticidas de maneira inadequada (RISSATO, 2006). O monitoramento de
residuos de pesticidas no mel auxiliard na avaliacdo do potencial de risco destes produtos a
sade do consumidor e fornecerd informacdes sobre o uso de pesticidas nos campos de
colheita ¢ em suas vizinhangas.

A concentragdo maxima de residuos de pesticidas permitida legalmente no mel foi
estabelecida por 6rgaos regulamentadores de diferentes paises. Até agora, os limites maximos
de residuos de pesticidas no mel ndo foram incluidos no Codex Alimentarius. A legislagdo da
Unido Européia (EU) regulou os Limites maximos de residuos para trés acaricidas, amitraz,
coumafos e ciamizol, em 0,2, 0,1, ¢ 1,0 mg kg'l, respectivamente, ¢ a Agéncia de Protecao
Ambiental (EPA) dos Estados Unidos estabeleceu os LMR para os compostos amitraz (1 mg
kg'l), coumafos (0,1 mg kg'l) e fluvalinato (0,05 mg kg'l) (RISSATO, 2007).

Os programas de determinagdo de residuos dos pesticidas para monitoramento de
mel em geral sdo focados na determinacdo dos residuos de acaricidas que sdo usados para
controlar o Varroa jacobsoni, um acaro parasitico que afeta as colonias da abelha doméstica
(RISSATO, 2007). No entanto, para outros pesticidas, espera-se a auséncia total de residuos
em mel, visto que os limites que sdo estabelecidos por normas devem valer para produtos de

uso permitido em uma dada cultura agricola ou produto alimenticio.
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1.3 Justificativa

Existe um grande numero de registros de pesticidas por cultura e também muitos
produtos comerciais no mercado (MACIEL, 2005). Geralmente os agricultores aplicam varios
pesticidas em uma mesma cultura. Em fun¢do disso, € economicamente invidvel e
operacionalmente pouco pratico utilizar métodos analiticos individuais com o objetivo de
quantificar os residuos de varios pesticidas nos alimentos. Por isto, ¢ necessario desenvolver e
validar métodos que tenham a capacidade de identificar e quantificar uma quantidade razoavel
de compostos a0 mesmo tempo (método multirresiduo).

O Brasil € um pais cuja economia ¢ fortemente baseada em atividades agricolas e
no que se refere ao comércio internacional de alimentos, ¢ imprescindivel atender as
exigéncias do pais importador, o que implica na necessidade de se usar métodos validados que
avaliem eficazmente diversos principios ativos.

Uma dessas barreiras tém se mostrado através da exportacao de mel brasileiro. A
falta de controle quanto a presenca de residuos de pesticidas nos méis para exportacdo tem
gerado desconfianga nos compradores internacionais. Isto ¢ mostrado no embargo do mel
brasileiro no ano de 2006 - Decisdao (2006/208/CE) Banimento das Exportacdes de Mel.
(SEBRAE - Informacdes de mercado sobre mel e derivados da colméia — Série Mercado —
Brasilia, 2006).

Tendo em vista o embargo aos méis de origem brasileira, buscam-se meios
alternativos para a determina¢do dos residuos de agrotdxicos e outros contaminantes, portanto
agregando maior valor e qualidade a estes méis, sendo que estas analises também servem em
termos de monitoramento da contaminacdo ambiental de uma dada area em estudo

(bioindicadores).

1.4 Legislacdo

Os Limites Maximos de Residuos (LMR) de agrotoxicos, bem como a
padronizagdo internacional aplicada aos alimentos, sdo determinados pela Comissao Codex
Alimentarius (CODEX). Um excesso de residuos, segundo os padrdes do CODEX, indica
dois aspectos: primeiro, que os agrotoxicos foram aplicados de maneira inadequada na
produgdo, processamento ou armazenagem do produto e, em segundo lugar, que ha risco em

potencial a saude do consumidor (BULL e HATHAWAY, 1986).
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A avaliagdo dos dados toxicoldgicos dos agrotoxicos, a recomendacao da Ingestao
Diaria Aceitavel (IDA) e os célculos do Limite Maximo de Residuo (LMR) sdo estabelecidos
por 6rgaos subordinados as Nagdes Unidas, tais como o Food and Agricultural Organization
(FAO), World Health Organization (WHO) e o CODEX Alimentarius Mundial, por meio do
Comité de Residuos de Pesticidas em Alimentos (CCPR).

A Tabela 1 apresenta a tolerancia e o intervalo de seguranga para os pesticidas
estudados neste trabalho, para controle de mel, segundo o Programa de Controle de Residuos

e Contaminantes (PNCR/2007), os seguintes valores sdo descritos para o mel.

Tabela 1. Limite Maximo de Residuos dos pesticidas em estudo para o mel.

Grupo Quimico Pesticida LMR (ug kg ')*
Organoclorado Aldrin 10
Organoclorado Dieldrin -
Organofosforado Dimetoato 20
Carbamatos Carbofurano 82
Carbamatos Carbaril 37
Organofosforado Parationa Metilica 36,9
Anilida Propanil -*
Piretrdides Permetrina 64,6
Fenoxidcidos 24-D -*

* Nao ha LMR dos referidos pesticidas estabelecidos.
Fonte: Instru¢do Normativa N° 9, de 30 de marco de 2007 (Anexo Quadro VII).

1.5 Caracteristicas dos Pesticidas Estudados Neste Trabalho

A selegdo dos pesticidas baseou-se na freqiiéncia e na quantidade aplicada na cultura
de arroz, acerola, controle de vegetacao urbana, controle da dengue os seguintes pesticidas
foram selecionados: dimetoato, 2,4-D, parationa metilica, permetrina, propanil, carbaril,

carbofurano, aldrin e dieldrin.
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1.5.1 Organofosforados

Desenvolvidos na década de 40, foram os primeiros a substituirem os
representantes do grupo dos organoclorados, aos quais os insetos ja apresentavam resisténcia.
Possuem uma ampla gama de produtos agricolas e sanitarios, desde os extremamente toxicos
até aqueles com baixa toxicidade, como o temefds, que tem seu uso permitido em agua
potavel. Na area da Saude tém sido bastante usados, dada a sua eficiéncia. No entanto, este

grupo € responsavel por grande nimero de intoxicagdes € mortes no pais.

Estrutura Molecular:

Sao ésteres, amidas ou derivados tiol dos acidos de fosforo (4cido fosforico, acido
tiofosforico, acido ditiofosforico e outros), contendo varias combinagdes de carbono,
hidrogénio, oxigénio, fosforo, enxofre e nitrogénio. Os organofosforados possuem varios
grupos, segundo sua estrutura, estando entre os mais numerosos os fosfatos (diclorvos),
fosforotioatos (fenitrothion, temefos) e fosforoditioatos (malationa, dimetoato). Sao

biodegradaveis, portanto sua persisténcia € curta no solo.

Persisténcia / Degradacao:

A degradacdo de 50 % dos organofosforados ocorrem entre 1 e 3 meses. O
principal meio de degradacdo no ambiente parece ser a hidrélise sob condigdes de
alcalinidade. Muitos inseticidas organofosforados sdo instaveis em pH menor que 2, sendo a
maioria mais estdvel na faixa de pH do ambiente (pH 3-6). E importante que estes compostos
sejam estaveis em pH neutro, por causa de suas formulagdes em 6leos concentrados, solventes
misciveis em agua, granulos inertes, para aplicacao direta ou apos dispersao em agua. Em
algumas circunstancias do processo de oxidacdo de fosforotioatos, por serem mais volateis e
toxicos, podem transformar-se em fosfatos, resultando em compostos potencialmente

perigosos. Isto pode ocorrer quando os agrotdxicos sdo armazenados sob altas temperaturas.

Modo de Acéo:

O modo de agdo dos organofosforados € por contato e ingestdo. Agem como inibidores
das enzimas colinesterases, causando o aumento dos impulsos nervosos, podendo assim
ocasionar a morte.
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1.5.1.1 Dimetoato

a) Ingrediente ativo ou nome comum: DIMETOATO (dimethoate)

b) Sinonimia: -

c) N° CAS: 60-51-5

d) Nome quimico: O,0-dimethyl S-methylcarbamoylmethyl phosphorodithioate
¢) Formula bruta: CsH;;NOsPS,

f) Férmula estrutural:
i
CH,NHCOCH,SP(OCH,),

Figura 2. Formula estrutural do Dimetoato.
g) Grupo quimico: Organofosforado
h) Classe: Inseticida ¢ acaricida
i) Classificagdo toxicologica: Classe 11
j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.
k) Modalidade de emprego: aplicagdo foliar ¢ no solo nas culturas de algodao, citros,

magca, rosa, tomate e trigo.

1.5.1.2 Parationa metilica

a) Ingrediente ativo ou nome comum: PARATION METILICO (parathion methyl)
b) Sinonimia: E 601

c) N° CAS: 298-00-0

d) Nome quimico: O,0-dimethyl O-4-nitrophenyl phosphorothioate

¢) Formula bruta: CgH;(NOsPS

f) Férmula estrutural:

S
i
O.N OP(OCH,),

2

Figura 3. Formula estrutural do Parationa Metilica.
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g) Grupo quimico: Organofosforado

h) Classe: Inseticida e acaricida

i) Classificacdo toxicoldgica: Classe |

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

k) Modalidade de emprego: aplicagdo foliar nas culturas de algoddo, alho, arroz,

batata, cebola, feijdo, milho, soja e trigo.

1.5.2 Carbamatos

Os primeiros carbamatos foram colocados no mercado por volta de 1950.

Apresentam um pequeno espectro de atividade inseticida.

Estrutura Molecular:

Sao agrotdxicos organicos derivados do dacido carbamico. Trés classes de
carbamatos sao conhecidos: carbamatos inseticidas (e nematicidas), carbamatos herbicidas e
carbamatos fungicidas. Os carbamatos usados como inseticidas (e nematicidas) sdo derivados

do éster de acido carbamico.

Persisténcia / Degradacéo:

Em geral, sdo compostos instaveis. Muitos fatores influenciam a degradacao dos
carbamatos, como a umidade, a temperatura, a luz, a volatilidade. Carbamatos sdo
metabolizados por microrganismos, plantas e animais ou degradados na dgua e no solo,
especialmente em meio alcalino. Ocorre decomposi¢do com a formagdo de amoénia, amina,

didxido de carbono, fenol e alcodis.

Modo de Acéo:
Com acdo de contato e ingestdo, sdo igualmente inibidores das enzimas

colinesterases, embora por mecanismo diferente dos organofosforados.
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1.5.2.1 Carbaril

a) Ingrediente ativo ou nome comum: CARBARIL (carbaryl)
b) Sinonimia: NAC

c) N° CAS: 63-25-2

d) Nome quimico: 1-naphthyl methylcarbamate

e) Formula bruta: C,,H;;NO,

f) Férmula estrutural:

OCONHCH,

Figura 4. Formula estrutural do Carbaril.
g) Grupo quimico: Metilcarbamato de naftila
h) Classe: Inseticida
i) Classificagdo toxicoldgica: Classe 11
j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.
k) Modalidade de emprego: aplicagdo foliar nas culturas de abacaxi, abobora, algodio, alho,

banana, batata, cebola, couve-flor, feijao, maga, pastagens, pepino, repolho e tomate.
1.5.2.2 Carbofurano

a) Ingrediente ativo ou nome comum: CARBOFURANO (carbofuran)

b) Sinonimia: -

c) N° CAS: 1563-66-2

d) Nome quimico: 2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-ylmethylcarbamate
e) Formula bruta: C,H5NO;

f) Formula estrutural:

OCONHCH,
O_ CH,
CH

3

Figura 5. Formula estrutural do Carbofurano.
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g) Grupo quimico: Metilcarbamato de benzofuranila

h) Classe: Inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida

i) Classificacdo toxicoldgica: Classe |

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

k) Modalidade de emprego: aplicagdo no solo nas culturas de algoddao, amendoim, arroz,
banana, batata, café, cana-de-agucar, cenoura, feijdo, fumo, milho, repolho, tomate e trigo.

Aplicacdo em sementes de algodao, arroz, feijao, milho e trigo.

1.5.3 Piretroides

Os piretroides foram descobertos a partir de estudos que procuravam modificar a
estrutura quimica das piretrinas naturais, e, uma vez que apresentavam maior capacidade letal
para os insetos, propriedades fisicas e quimicas muitos superiores, maior estabilidade a luz e

calor e menor volatilidade, despertaram o interesse dos cientistas.

Foram introduzidos no mercado em 1976 e ainda que sejam mais caros por
unidade de peso em relagdo aos outros praguicidas, os piretrdides t€m sido bastante
empregados na area da Saude e na Agricultura. Isto ocorre devido a sua alta eficiéncia, sendo
necessarias menores quantidades de produto ativo, resultando em menor contaminacao
durante as aplicagdes. Com isso, vém tomando rapidamente o lugar dos organofosforados.
Outra vantagem destes praguicidas é que eles admitem a sinergia, ou seja, a potencializagao
pela adigdo de um sinergista, dando lugar a um aumento da eficicia. Geralmente seguros para

mamiferos, algumas substancias tem alto “knockdown”, com boa mortalidade.

Estrutura Molecular:
Sao compostos sintéticos andlogos aos componentes obtidos a partir dos piretros,

extraidos do crisantemo.

Persisténcia / Degradacao:

Os piretroides sintéticos tém boa estabilidade sob luz e temperatura ambiente.
Degradam-se por hidrdlise e oxidacdo, sendo caracterizados também pela rapida degradacao
por microrganismos do ambiente, ndo se registrando acumulagdo de residuos ou esta alcanga

niveis nao detectaveis.
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Modo de Acdo:
Sao os compostos de mais rapida acdo na interferéncia da transmissao de impulsos

nervosos. Podem possuir efeito repelente, espantando os insetos ao invés de elimina-los.

1.5.3.1 Permetrina

a) Ingrediente ativo ou nome comum: PERMETRINA (permethrin)

b) Sinonimia: MP 79; NIA-33297; WL 43479; PP557

c) N° CAS: 52645-53-1

d) Nome quimico: 3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

¢) Formula bruta: C,;HC1,0;

f) Férmula estrutural:

Cl CH
\\ 3
/C:CHVCO;-:CW O
o @ @
CHH

Figura 6. Formula estrutural da Permetrina.

g) Grupo quimico: Piretroide

h) Classe: Inseticida e formicida

i) Classificacdo toxicoldgica: Classe 111

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

k) Modalidade de emprego: aplicagdo foliar nas culturas de algodao, arroz, café,
couve, couve-flor, fumo, milho, repolho, soja, tomate e trigo. Aplicagdo em arroz, fumo,
milho e trigo armazenado. Aplicacdo no controle de formigas, conforme aprovagdo em rétulo

e bula.
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1.5.4 Herbicidas Fenoxiacidos

Esta classe de pesticidas tem dois representantes principais: o 2.4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e o 2.,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T).

O 24-D ¢ amplamente utilizado no pais, principalmente em pastagens e
plantagdes de cana-de-aglicar, para combate a ervas de folhas largas. E bem absorvido pela
pele, por ingestdo e inalagdo, podendo produzir neurite periférica e diabetes transitoria no
periodo da exposicao.

O 24,5-T tem uso semelhante ao anterior, apresentando uma dioxina
(tetraclorodibenzodioxina) como impureza, responsavel pelo aparecimento de cloroacnes,
abortamentos e efeitos teratogénico e carcinogénico. A mistura do 2,4-D com o 2,4,5-T
representa o principal componente do agente laranja, utilizado como agente desfolhante na
Guerra do Vietna, responsavel pelo aparecimento de canceres, entre eles linfomas, nos
veteranos de guerra, ¢ de mal-formagdes congénitas em seus filhos. O nome comercial dessa

mistura ¢ Tordon.

1.5..4.1 Acido Diclorofenoxiacético (2,4-D)

a) Ingrediente ativo ou nome comum: 2,4-D (2,4-D)

b) Sinonimia: 2,4-D LV6; DMA; DMA 4; BH 2,4-D; U-46; U-5043
c) N° CAS: 94-75-7

d) Nome quimico: 2,4-dichlorophenoxy acetic acid

¢) Formula bruta: CsH¢Cl,05

f) Férmula estrutural:

Cl OCH,COH

Cl

Figura 7. Formula estrutural do 2,4-D.
g) Grupo quimico: Acido ariloxialcanéico
h) Classe: Herbicida
i) Classificagéo toxicologica: Classe |

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.
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k) Modalidade de emprego: aplicagio em pré e pds-emergéncia das plantas
infestantes nas culturas de arroz, aveia, café, cana-de-agucar, centeio, cevada, milho,

pastagens, soja, sOorgo e trigo.

1.5.5 Herbicida do grupo das anilidas

O principal representante deste grupo de compostos € o propanil.

1.5.5.1 Propanil

a) Ingrediente ativo ou nome comum: PROPANIL (propanil)
b) Sinonimia: FW-734; S 10145

c) N° CAS: 709-98-8

d) Nome quimico: 3',4'-dichloropropionanilide

¢) Formula bruta: CoHoCI,NO

f) Férmula estrutural:

Cl NHCOCH,CH,

Cl

Figura 8. Formula estrutural do Propanil.
g) Grupo quimico: Anilida
h) Classe: Herbicida
i) Classificacdo toxicoldgica: Classe 111
j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.
k) Modalidade de emprego: aplicacdo em pds-emergéncia das plantas infestantes na

cultura de arroz.
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1.5.6 Inseticidas Organoclorados

Constituem o grupo pioneiro dos praguicidas sintéticos. De largo uso agricola e
domiciliar, os organoclorados desempenharam papel marcante no combate a organismos
nocivos ao homem, com repercussdes sociais e econdmicas importantes. Foram
desenvolvidos durante a 2* Guerra Mundial, para prote¢dao contra malaria, tifo exantematico e
outras enfermidades transmitidas por insetos, bem como para o controle de enorme
quantidade de espécies prejudiciais a lavoura, sendo considerados na época uma panacéia.

Com o advento de legislagdes restritivas em muitos paises, por sua persisténcia
ambiental, tendéncia a acimulo no organismo e o aumento da resisténcia dos insetos,
diminuiu-se a sua utilizacdo. No Brasil, o uso dos organoclorados ¢ proibido para o uso
agricola, sendo somente autorizado para 6rgdos publicos responsaveis pelas Campanhas de
Satude (Portaria n.° 329 de 2/9/85 do Ministério da Agricultura), embora atualmente esteja

também em desuso por estes ultimos.

Estrutura Molecular:
Corresponde a dos hidrocarbonetos clorados, ainda que, além do cloro, alguns

deles possuam oxigénio. Sao derivados do clorobenzeno, do ciclohexano ou do ciclodieno.

Persisténcia / Degradagéo:

Organoclorados tém, ja ha bastante tempo, uso restrito devido a sua longa
persisténcia no ambiente (até 30 anos no solo) e a acumulagdo nas cadeias alimentares.
Devido a notavel resisténcia ao ataque de microrganismos e a alta estabilidade de grande parte
dos organoclorados a ag¢do da luz solar e temperatura ambiente, ndo sdo degradados

facilmente, o que leva a contamina¢ao do meio, quebrando o equilibrio biologico.

Modo de Acdo:

Atuam por ingestdo e contato, bloqueando a transmissao dos impulsos nervosos.
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1.5.6.1 Aldrin

a) Ingrediente ativo ou nome comum: ALDRIN (aldrine)

b) Sinonimia: -

c) N° CAS: 309-00-2

d) Nome quimico: (1R,4S,4aS,5S,8R,8aR)-1,2,3,410,10-hexachloro-
1,4,4a,5,8,8a,hexahydro-1,4:5,8-dimethanonaphthalene

¢) Formula bruta: C,,HsClg

f) Férmula estrutural:

cl-TCl
Cl
Cl

Cl
Cl

Figura 9. Formula estrutural do Aldrin.
g) Grupo quimico: Organoclorado
h) Classe: Inseticida
i) Classificagéo toxicologica: Classe |

j) Uso agricola: ndo autorizado.

1.5.6.2 Dieldrin
a) Ingrediente ativo ou nome comum: DIELDRIN (dieldrine)
b) Sinonimia: -
c) N° CAS: 60-57-1
d) Nome  quimico: (1R,4S,4aS,5R,6R,7R,8S,8aR)-1,2,3,410,10-hexachloro-
1,4,4a,5,6,7,8,8a,0ctahydro-6,7-epoxyl-4:5,8-dimethanonaphthalene
¢) Formula bruta: C,,HsCIsO

f) Formula estrutural:

c|-1Cl

Cl

Cl
O Cl

(o

Figura 10. Formula estrutural do Dieldrin.
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g) Grupo quimico: Organoclorado
h) Classe: Inseticida
i) Classificacado toxicoldgica: Classe |

j) Uso agricola: ndo autorizado.

1.6 Parametros Fisico-quimicos Importantes na Analise dos Agrotoxicos e nha
Biomagnificacdo nos Organismos Bioindicadores

O conhecimento dos parametros fisico-quimicos e das interagdes ocorrentes
entre eles ¢ fundamental para o entendimento das rotas de transferéncia, acimulo e
degradagdo dos pesticidas no meio estudado. Os principais parametros sdo: solubilidade em
agua, coeficiente de particdo dgua-octanol, constante de ionizagdo acido-base e pressdo de

vapor.

1.6.1 Solubilidade em 4gua

A solubilidade em dgua ¢ uma propriedade quimica definida como a concentragao
de um elemento ou composto dissolvida em agua, em equilibrio quimico, com total contato
entre as duas fases. Geralmente ¢ expresso em mg L', convenientemente tomadas na faixa de
20-25 °C. Indica a tendéncia do agrotoxico ser preferencialmente mantido ou transferido para
meio aquoso, podendo ainda indicar carreamento ou lixiviagao através do solo.

Este parametro por si s6 nao pode ser utilizado para predizer o comportamento de
um agrotéxico nos compartimentos ambientais. A distribuicdo do agrotdéxico no meio
ambiente ¢ condicionada pelo coeficiente de particao na dgua, que mostra a correlagdo com a
solubilidade em agua. Em geral, compostos com baixa solubilidade em 4agua tendem a ser

adsorvidos pelo solo ou bioconcentrados (MARQUES, 2002).

1.6.2 Coeficiente de Parti¢do Agua-Octanol

E geralmente expresso em logaritmo, Log Koy ou Log Poy. E definido como a
razdo do equilibrio de concentracdo entre as fases do sistema 4gua-octanol. Este sistema
simula, de forma rudimentar, a particdo de moléculas de um dado composto entre a agua e os

lipidios, podendo indicar sua tendéncia em acumular-se no interior de membranas bioldgicas



36

dos organismos vivos, sendo fortemente correlacionado com a polaridade da molécula
(BARCELO, 1997).

De um modo geral, pode-se dizer que analitos com valores de Log K, entre 4-5
sdo apolares, e entre 1-1,5 sdo polares. Os compostos que possuirem coeficientes entre valores
serdo considerados moderadamente polares. Compostos com coeficiente de particdo agua-

octanol relativamente alto possuem alto poder de bioconcentragao (MARQUES, 2002).

1.6.3 Constante de ionizac¢ao acido-base

Agrotoxicos com caracteristicas iOnicas t€m comportamentos distintos daqueles
de caracteristicas nao-idnicas. O importante ¢ saber qual agrotoxico podera apresentar
caracteristicas de ionizag¢ao dentro da faixa normal de pH de um solo ou dgua, os compostos
com pKa proximos — ou inferiores - as faixas de pH comumente encontrados no solo e dgua
podem estar preferencialmente na forma ionizada nestes compartimentos ambientais.Solos
com caracteristicas anidnicas podem lixiviar compostos anidnicos e reter catidnicos
(BARCELO, 1997).

Em se tratando de processos de extragdo de compostos para posterior andlise,
agrotoxicos ndo-idnicos sdo preferencialmente extraidos visto que os solventes utilizados tém,
em geral, propriedades i6nicas pouco acentuadas. Neste caso, um simples ajuste de pH pode
ajudar na extragdo e na recuperagao.

A constante de ionizacao acido-base ¢ expressa em termos de pK, ou pKp.
Agrotoxicos de caracteristicas acidas, com pK, entre 3-5, serdo mais facilmente removiveis
que agrotoxicos basicos, que ficam retidos no solo. Entretanto, os produtos obtidos da

degradagdo de outros compostos sofrem alteragdes significativas nas suas propriedades acido-

base (MARQUES, 2002).

1.6.4 Pressdo de Vapor

Este parametro ¢ definido como a pressdo parcial do composto, na fase gasosa, em
equilibrio com uma fase so6lida ou liquida pura, sendo fator governante na distribui¢cdo do
mesmo nestas fases. E expresso em Pa (20-25 °C). Agrotdxicos com pressao de vapor baixa

tendem a dissipar-se lentamente em agua (MARQUES, 2002).
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1.6.5 Constante de Henry

A constante de Henry, H ou Ky, ¢ definida como a relagdo da taxa da concentragdo de
um composto quimico no ar € a sua concentracdo no equilibrio com a agua. Este pardmetro ¢
importante em diversos aspectos. A tendéncia dos agrotoxicos de volatilizarem da dgua no ar
¢ determinada pelos seus valores de H ou Ky; um valor elevado favorece a volatilizagao.
Estudos das particdes ar-agua sdo importantes nos de estudos dos pesticidas com suas
associagdes. Considera-se geralmente que os compostos com valores Ky < 10™ Pa m® mol™
tém pouca tendéncia a volatilizar (BARCELO, 1997).

As principais propriedades fisico-quimicas dos principios ativos estudados estdo

dispostas na Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo.

Solubilidade em log OTs

Compostos H-0 (mg L ) Ko (PH 7,0) Koc V.p. Ky

(e’ g*) (Pa) (Pa m® mol?)

a 20-25 °c solo
Aldrin 0,027 - la 5000 3,6E2 91,2
Carbaril 120,0 159 14d 1240 4 1E° 1,3E*
Carbofurano 3200 152 50 d 220 3,1E5 51E*
2.,6- 39 (pH >
2.4-D 311 (pH 1) 28 8d 5) 11E 0,55
Dimetoato 230 0,70 7d 20,0 11E3 1,1*
. 43-
Dieldrin 0,2 5.4 - - - 112
Parationa 55,0 30 185d 236.0 2 OE* 2 1€
Metilica
Propanil 130,0 3,3 la 1490 2,6E 3,6E73
Permetrina 0,2 6.1 30d 100000 4 BE™ -

Fonte: Barceld, 1997. a = anos; d = dias.



38

1.7 Mel

1.7.1 Defini¢ao

Segundo a ANVISA (Resolugdo - CNNPA n° 12, de 1978 D.O. de

24/07/1978), mel ¢ o produto natural elaborado por abelhas a partir de néctar de flores e/ou
exsudatos sacarinicos de plantas.

O mel ¢ basicamente uma mistura complexa de agucares altamente concentrada.

Sua composicdo quimica foi objeto de revisdes bibliograficas, como a realizada por

CAMPOS e SERRANO et al., (citado por VILHENA ¢ MURANDIAN,1999), que sugeriram

ser a composi¢ao do mel dependente de muitos fatores, tais como: espécies colhidas, natureza

do solo, espécie de abelhas, estado fisioldgico da coldnia, estado de maturagdo do mel,

condi¢cdes meteorologicas, etc. Sabe-se, no entanto, que o mel de abelhas nativas

(meliponineo) ¢ pouco conhecido em termo de composicao, muitas vezes, sendo associado as

caracteristicas do mel das abelhas africanizadas.

1.7.2 Composic¢ao e Uso

Além de ser utilizado como adogante, o mel sempre foi reconhecido devido as
suas propriedades terapéuticas. De um modo geral, o mel é constituido, na sua maior parte
(cerca de 75%) por hidratos de carbono, nomeadamente por agucares simples (glicose e
frutose). O mel ¢ também composto por dgua (cerca de 20%), minerais (célcio, cobre, ferro,
magnésio, fosforo, potassio, entre outros), por cerca de metade dos aminoacidos existentes,
também por acidos organicos (acido acético, acido citrico, entre outros), vitaminas do
complexo B, e vitaminas C, D e E. O mel possui, ainda, um teor consideravel de antioxidantes
(flavonodides e compostos fenolicos) (MUNOZ, 2007).

Os varios tipos de méis variam em fun¢do das plantas de onde ¢ extraido, do
néctar, da localizacdo geografica dessas plantas e dos tipos das abelhas produtoras. Por esta
razao, o mel pode apresentar consisténcias e cores diferentes. Devido ao seu teor de aglcares
simples, de assimilacdo rapida, o mel ¢ altamente calorico (cerca de 3,4 kcal/g), sendo 1util
como fonte de energia. Segundo CAMPOS (1987), a composi¢cao média do mel, em termos
esquematicos, pode ser resumida em trés componentes principais: agucares, agua ¢ diversos.
Por detras dessa aparente simplicidade, esconde-se um dos produtos bioldgicos mais

complexos. A Tabela 3 apresenta a composicao basica do mel.
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Tabela 3. Composi¢io basica do mel.

Composigdo Bdsica do mel

Componentes Média Desvio padrdo Variagao
Agua (%) 17,2 1,46 13,4-229
Frutose (%) 38,19 2,07 27,25 - 44,26
Glicose (%) 31,28 3,03 22,03 -40,75
Sacarose (%) 1,31 0,95 0,25 - 7,57
Maltose (%) 7,31 2,09 274 - 15,98
Aclicares Totais (%) 1,50 1,03 0,13-8,49
Outros (%) 3,10 197 0,0-13.2
pH 3,91 - 3,42-6,10
Acidez livre (meq kg™) 22,03 8,22 6,75 - 47,19
Lactose (meq kg™) 711 3,52 0,0 - 0,950
Acidez total (meq kg) 29,12 10,33 8,68 - 59,49
Lactose/Acidez livre 0,335 0135 0,0-0,950
Cinzas (%) 0,169 0,15 0,02 -1,028
Nitrogénio (%) 0,041 0,026 0,0-0,133
Diastase 20,80 9,76 21-61.2

Fonte: CAMPOS (1987).

O mel ¢ também wusado externamente, devido as suas propriedades
antimicrobianas e antissépticas. Assim, o mel ajuda a cicatrizar e a prevenir infecgdes em
feridas ou queimaduras superficiais. O mel ¢ também utilizado largamente na cosmética
(cremes, mascaras de limpeza facial, tonicos, etc.), devido as suas qualidades adstringentes e
suavizantes.

Juntamente com o mel, as abelhas produzem outros importantes produtos: a cera,
a geléia real, e propolis. A propolis, por exemplo, ¢ obtida pelas abelhas a partir de resinas
retiradas principalmente de secregdes de arvores, quando destas se quebra algum galho. Dessa
forma, a arvore se protege com um produto natural com poder bactericida e a abelha
reprocessa essa seiva originando a propolis. Esta ¢ utilizada pelas abelhas com duas
finalidades principais: vedar a colméia de maneira a ndo entrar agua, vento ou outro animal; e
serve também para mumificar outros insetos que penetrem na colméia e sdo eventualmente
mortos. A propolis € bastante 1til ao ser humano que a usa como auxiliar medicamentoso uma

vez que possui poder bactericida (PENA, 2008).
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2. ASPECTOS ANALITICOS

Parametros analiticos a serem considerados para a metodologia selecionada para a
determinacgdo de pesticidas.

2.1 Métodos de Extragdo

A andlise de residuos de pesticidas nos alimentos ¢ um procedimento que envolve
elevados custos, devido a necessidade de extrair e pré-concentrar o analito de interesse,
removendo-o de uma complexa matriz organica, eliminando-se também possiveis
interferéncias. Em geral, devido a deteccdo do pesticida em baixas concentragdes, ha
necessidade de se utilizar técnicas analiticas que garantam elevada sensibilidade, requerem o
uso de reagentes e materiais de pureza e qualidade adequadas encarecendo, assim, todo o

procedimento de extracao e analise dos compostos em estudo (RIBEIRO, 2008).

2.1.1 Extragdo Liquido-Liquido (ELL)

Empregar um solvente ndo completamente miscivel com a solucdo da mistura,
mas capaz de dissolver seletivamente os analitos ¢ uma técnica analitica classica. Na ELL a
seletividade ¢ conseguida escolhendo um solvente extrator no qual os analitos se estabilizem
mais, devido a maior interag¢do intermolecular (SANTOS, 2000).

A desvantagem em se utilizar a ELL esta no custo elevado, grande quantidade de
solvente descartado e longo tempo de operagdo, tendo também a possibilidade de formagodes

de emulsdes (LISKA, 1989).

2.1.2 Extragdo em fase solida (EFS)

Como etapas do desenvolvimento do método de extragdo em fase solida, o
analista tem que primeiramente selecionar o tipo de sorvente que vai ser utilizado na anélise
em questdo, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas dos analitos de interesse, sendo
que por muitos anos o octadecilsilano (C,g) foi considerado o sorvente universal (HENNION,
1999).

Os principios relacionados com as técnicas de EFS e ELL sdo semelhantes entre si

e envolvem a parti¢do dos compostos de interesse entre duas fases. Na EFS, o analito de
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interesse, para ser extraido, ¢ dividido entra a fase liquida, a qual estd contida na fase solida
(sorvente) e o solvente de eluicdo, como se fosse entre dois liquidos imisciveis similares ao
que ocorre na ELL. O analito de interesse na amostra tera menor ou maior afinidade pela fase
liquida do sorvente, determinando assim o grau de retencao deste analito. Posteriormente este
analito é extraido por um solvente organico no qual ele tenha maior afinidade que na fase
liquida do sorvente (SANTOS, 2000).

Os mecanismos de reten¢do e eluicdo dos analitos pela fase solida ocorrem através
de forcas intermoleculares entre o analito e a superficie da fase sdlida, envolvendo interagdes
tipo Van der Waals, tipo eletrostaticas, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, ion-dipolo,
ion—ion e ligagdo de hidrogénio.

A fase liquida ¢ eluida sob pressdo ou vacuo e o processo consiste de cinco
etapas: A) Ativacdo do sorvente através da passagem de um solvente (organico e agua
desionizada) que condicione a superficie do sélido, removendo quaisquer substincias que
estejam presas, seguida da remog¢do do solvente responsavel pela ativagao; B) Aplicacao da
amostra: 1) O analito de interesse e os interferentes ficam retidos na fase solida, i1) O analito
de interesse fica retido e parte dos interferentes passam pela fase sélida, iii) O analito de
interesse passa pelo solido e os interferentes ficam retidos na fase so6lida; neste caso a fracao
de interesse ¢ imediatamente coletada; C) A fase solida ¢ lavada com um solvente apropriado,
retirando os interferentes da matriz ou parte delas, sem eliminar os analitos de interesse (no
caso B (1)), no caso B (ii) a fase sdlida ndo precisa ser lavada com um solvente apropriado
para a remog¢ao dos interferente; D) Eluicdo do analito de interesse do sorvente com um

solvente apropriado (Figura 11).
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Figura 11. Etapas envolvidas na técnica de Extracdo em Fase Solida.
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Na tabela 4 ¢ apresentada uma revisao dos métodos de analise dos agrotoxicos estudados em mel, sendo citado o modo de extragdo, a

técnica utilizada na quantificagdo e a qualidade dos parametros analiticos.

Tabela 4. Principais parametros das metodologias na literatura para extragao de pesticidas em mel.

Compostos/Procedimento de Extracdo

Técnica

Comentdrios

Qualidade Pardmetros/Referéncia

Dimethoato / ES. 20 g de mel diluido com 20 mL de
agua extraido com 100 mL de acetato de etila em
presenca de 30 g de sulfato de sédio. Clean-up coluna
de permeacio em gel S-X3 com acetato de etila:hexano
(1:1)

13 OCP’s, 30 OPP’s, 5 ONP’s / ES. 15-20 g de mel sdao
diluidos com 200 mL de agua-metanol (1:1) foram
extraidos com 10 mL de diclorometano, 3 mL de
solucdo saturada de NaCl e 50 mL de agua. Re-
extraindo com 2x 10 mL de diclorometano. Clean-up
com coluna com 0,5 g de silica gel, 5 g de silica
gel/carbono ativado (1:15) e 1 g de NaSO4

32 Pesticidas / EFS. 5g de mel + 3 g H:0 + 2 g de
celulose em pé foram congelados e liofilizados.
Extracdao com CO: e 10% de acetonitrila modificador
organico. Condigées: 400 bar, cAmara de extracio a 90
C, tempo de extracdo 20 min.. Os pesticidas foram
coletados em cartuchos de florisil on-line a 10 C e
eluidos com 5 mL de diclorometano:n-hexano (80:20)
e 5 mL de n-hexano:acetona (60:40)

18 OCs / EFS. 5g de mel foram diluidos em 25 mL de
metanol e 21 mL de H:0 (pH 2) foram passados em
cartuchos C-18 e os pesticidas foram eluidos com 10
mL de hexano.

CG- ECD (300 C); CG-TSD (300 C);
CG-PFDD (275 C)

OCPs CG-ECD (280 C),
injetor splitless a 270 C;
30 OPPs e 5 ONPs CG-NPD (280 C), injetor
splita 250 C

CG- ECD (300 C),
injetor splitless a 250 C;
Com confirmagdo por CG-MSD impacto de
elétrons (potencial de ionizagdo 70 eV,
linha de transferéncia 280 °C

CG- ECD,
injetor splitless a 250 C,

Coluna CP-Sil 8CB

(25mx 0,32 mm d.i,, 0,25 pm);
Coluna CP-Sil 19CB

(25mx 0,32 mm d.i,, 0,20 pm)

Coluna Ultra-2
(25m x 0,32 mm d.i,, 0,1 pm);

Coluna BP-5
(25m x 0,32 mm d.i., 0,5 um).

Coluna HP-608 (30m x 0,25 mm d.i., 0,25 um);
Coluna LM-5 (35m x 0,25 mm d.i., 0,25 pm);

Coluna DB-1
(30mx 0,32 mm d.i,, 0,25 pm);
Coluna DB-5
(30m x 0,32 mm d.i,, 0,25 um);

Rec.: 79 -95 %,
CV<17%
(JANSSON, 2000)

Rec.: 87-105 %.
LD:<0,01 mgLt!

Rec.: 79-85 %.
LD: < 0,05 mg L1
(AL-RIFAI 1997)

Rec.: 88-98 %
CV.<6%.
LD: 0,01 mg kg
(RISSATO, 2004)

Rec.: 48-125 %
C.V.<13%.
LD: 0,02 pg kg-!
(TSIPL, 1999)
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4 Acaricidas / EFS. 5 g de mel foram diluidos com 15
mL de metanol:agua (1:1) foram passados em
cartuchos C-18 a estes lavados com 5 mL metanol:agua
(1:1). Sendo extraidos com 5 mL de hexano.

9 Acaricidas / EFS. 0,5 g de mel diluidos com 5 mL de
solugdo tampao (1 M, pH 6) foram levados em ultra-
som durante 5 min. 4 mL desta solucao foi passada em
cartuchos C-18. Estes foram lavados com 1 mL de THF-
tampao aquoso (1 M, pH6) (90:10) e pesticidas foram
eluidos com 1 mL THF

22 OP’Ps / EFS. 5 g de mel diluidos com 50 mL de agua
foram passados em cartuchos C-18. Os pesticidas
foram eluidos com 10 mL de acetato de etila, 4 mL de
metanol e 1 mL de dicloro metano.

42 CARBAMATOS, OCP’s e OPP’s / EFS. 5 g de mel
diluidos com 50 mL de agua foram passados em
cartuchos C-18. Os pesticidas foram eluidos com 10 mL
de acetato de etila, 4 mL de metanol e 1 mL de
diclorometano.

51 Pesticidas (inseticidas, fungicidas, acaricidas e
herbicidas / EFS. 10 g de mel diluidos com 10 mL de
metanol:agua (30:70) foram passados em cartucho C-
18.Foram lavados com mL de metanol:agua (30:70) e
os pesticidas foram eluidos com 10 mL de
hexano:acetato de etila (50:50).

9 OCP’s / ES. 5 g de mel foram diluidos com 50 mL de
solucdo aquosa 4 % de sulfato de sédio e extraidos
com 3 parcelas de acetato etila (20, 15, e 15 ml). Sendo
que a emulsao foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min.
A fase organica foi filtrada retirando o sulfato de sédio
anidro, e concentrada sob fluxo de nitrogénio a 2,5 mL
para a analise.

HPLC- DAD

HPLC- DAD

LC-APCI-MSD em modos negativos e
positivos (vaporizados 350 C, gas secante
350 C, voltagem capilar 4000 V, e corrente
de descarga 4 pA no modo positivo e 25 pA
no modo negativo .

LC-APCI-MSD em modo negativo
(vaporizado 400 C, gas secante 350 C,
voltagem capilar 4000 V, e corrente de
descarga 25 pA.

CG-MSD com impacto eletronico (com
potencial de ioniza¢do de 70 eV, a 230 C na
fonte de fon, 150 C no analisador), injetor
splitless a 280 C

GC-ECD, e confirmagdo por CG-MS
Injetor a 220 C, detectora 280 C, 150°Ce
com rampa de temperatura

Coluna ODS-2
(150 mm x 0,32 mm d.i,, 5 um)
Fase mével: MeOH:Hz0 (90:10), fluxo 5 pL/min.

Coluna C-18

(150 mm x 4,6 mm d.i., 5 um)

Fase mével: ACN:0,01 M TEA

(pH 6,1 com 0,75 M HsPO.), em modo gradiente
com fluxo de 1 mL/min.

Coluna C-18

(250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um)

Fase mével: MeOH:H20, em modo gradiente com
fluxo 1 mL/min.

Coluna C-18

(250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um)

Fase mével: MeOH:H-0, em modo gradiente com
fluxo 0,8 mL/min.

Coluna ZB-5MS
(30 mx 0,25 mm d.i.,, 0,25 mm)

Coluna capilar
(30 m x 0.25mm x 0.25um) com fase DB-5

Rec.: 81-95 %
C.V.<11%.
LD: 0,74 pg kg1
(GOMIS, 1996)

Rec.: 63-100 %
C.V.< 8%.
LD: 0,2 mg kg1
(KORTA, 2001)

Rec.: 63-100 %
CV.<17%.
LD: 0,24 mg kg™
(FERNANDEZ, 2002)

Rec.: 73-98 %
C.V.<19%.
LD: 0,1 mg kg
(BLASCO, 2003)

Rec.: 86-101 %
C.V.<10%.
LD< 0,006 mg kg!
(ALBERO, 2004)

Rec.: 86-126 %
(BLASCO, 2004)
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48 compostos de diferentes classes, OCP’s, OPP’s,
Piretroides, Carbamatos / EFS. 10 g de mel, a qual foi
adicionado 5 mL de agua, em seguida, 50 mL de acetato
de etila e a mostra foi submetida a agitaciao constante,
por 20 min. A fase organica foi separada por
centrifugacio a 2500 rpm, por 10 min, e entdo
coletada. A amostra foi re-extraida com 40 mL de
acetato de etila e o procedimento foi repetido.

Os extratos obtidos foram combinados e concentrados
e secos sob fluxo de N2 . Retomando em 5 mL de
acetato de etila, filtrado em PTFE 0,50 pum e submetido
a etapa de limpeza com cartuchos de Florisil, os quais
foram condicionados com 5 mL de acetona. A elui¢iao
foi realizada por gravidade com duas porc¢des de 10
mL de hexano/acetato de etila (50:50, v/v). O extrato
obtido foi submetido a concentracio sob fluxo de
nitrogénio, retomando em 1 mL de acetato de etila .

GC/MS, operado em modo ion seletivo
(SIM), impacto de elétrons a 70 eV,
temperatura da fonte 250 °C,
linha de transferéncia 290 °C,
eletromultiplicador a 1200V,
velocidade de varredura 1,5 scan/s,
no intervalo de massa 40-600 m/z.

Coluna LM-5 (35m x 0,25 mm d.i,, 0,25 um) e o gas
de arraste foi He, com fluxo 1,0 mL/min.

Rec.:>76 %
CV.<7 %.
LD:0,8a8 pgkg!
(RISSATO, 2007)
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2.2 Validagdo do Método Analitico

Para garantir que um novo método analitico gere informagdes confidveis sobre a
amostra, ele deve ser submetido a uma avaliacdo denominada de validacdo. Um processo de
validagdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas
de que o método e o sistema sdo adequados para o uso desejado (RIBANI, 2004).

No Brasil existem duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratorios de ensaios, a ANVISA e o INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial (RIBANI, 2004).

Em 1987, o FDA, através do “Guideline for Submiting Samples and Analytical
Data” para validagao de método, reconheceu as especificagdes descritas a seguir, como as
principais fases da validacio de métodos. Esses termos também sdo conhecidos como

parametros de desempenho analitico ou figuras analiticas de mérito (SWARTZ, 1996).

2.2.1 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados ¢ um valor aceito como referéncia. A exatiddo € expressa como o percentual de
resposta obtido através do ensaio de uma quantidade conhecida da substancia em exame
incorporada em um meio de composi¢do definida, geralmente padrdes certificados.

Para avaliar a exatiddo, as diretrizes da ICH (International Conference on
Harmonization) em metodologia recomendam a coleta de dados referentes a um minimo de
nove determinagdes sobre um minimo de trés diferentes concentracdes cobrindo a variacao
especificada (por exemplo, trés concentragdes, andlise em triplicata de cada). Os dados
obtidos devem ser registrados como o percentual de resposta da quantidade conhecida
adicionada ou como a diferenca entre a média e o valor tedrico com os respectivos intervalos

de confianca (FARIA, 2004).
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2.2.2 Precisao

A precisao representa o grau de repetitividade entre os resultados de analises
individuais, quando o procedimento ¢ aplicado diversas vezes em uma mesma amostra
homogénea, em idénticas condi¢des de teste. Normalmente ¢ expressa através do coeficiente
de varia¢ao (CV) em um numero estatisticamente significativo de amostras.

De acordo com a ICH, a precisdo deve ser medida em trés diferentes niveis:
repetitividade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade.

A repetitividade corresponde aos resultados obtidos através de varias repeticdes
de um método, nas mesmas condigdes, em curto intervalo de tempo (precisdo entre ensaios).
Essa determinagdo deve ser feita a partir de um minimo de nove determinag¢des cobrindo o
limite especificado do procedimento (ex: trés niveis, trés repeticdes cada um), ou a partir de
um minimo de seis determinagdes a 100% do teste ou a concentragdo tedrica. A composicao
teorica ¢ definida como a concentragdo do composto de interesse descrita no método.

A precisdao intermediaria expressa o efeito das variagdes dentro do proprio
laboratdrio devido a eventos como diferentes dias de andlise, analistas, equipamentos, etc. A
reprodutibilidade refere-se aos resultados dos estudos de colaboragdo entre laboratdrios

(FARIA, 2004).

2.2.3 Limite de Detecgao (LD)

O limite de detecg¢do representa a menor concentracdo da substancia em exame
que pode ser detectada com certo limite de confiabilidade utilizando um determinado
procedimento experimental. O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método
visual, método relacdo sinal-ruido, normalmente trés vezes, ¢ o método basecado em

parametros da curva analitica (FARIA, 2004).

2.2.4 Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de quantificagdo representa a menor concentracdo da substincia em
exame que pode ser quantificada com certo limite de confiabilidade utilizando um

determinado procedimento experimental. O LQ assim como o LD também pode ser calculado
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de trés maneiras diferentes: método visual, método relacdo sinal-ruido, normalmente dez

vezes, € 0 método baseado em parametros da curva analitica (FARIA, 2004).

2.2.5 Linearidade e faixa linear

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracao da substancia em exame dentro de uma determinada
varia¢do. A linearidade estd normalmente relacionada com a variacao da inclinacao da linha
de regressdo. A faixa linear corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior da
substancia em exame, que atenda os requisitos de precisdo, exatidao e linearidade através do
método. A faixa de variacdo ¢ normalmente expressa nas mesmas unidades dos resultados

obtidos pelo método em questao (FARIA, 2004).

2.2.6 Robustez

A robustez corresponde a capacidade de um método de ndo ser afetado por uma
pequena modificacio em seus parametros. A robustez do método ¢ avaliada através de
parametros modificados como a composi¢ao da fase mével, pH, forca idnica, temperatura,

etc., € a respectiva determinagao do seu efeito (FARIA, 2004).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
o Desenvolver uma metodologia para determinagdo de residuos de pesticidas de

diferentes classes em mel, utilizando cromatografia a liquido com detecgao

espectrofotométrica com arranjo de fotodiodos.

3.2 Objetivos Especificos

o Realizar um levantamento dos métodos analiticos para determinagdo de pesticidas em
matriz mel;
o Desenvolver uma metodologia analitica para determinar diferentes classes

(carbamatos, piretrdides, organoclorados, fenoxidcidos e organofosforados) de pesticidas em

mel de abelhas (Apis mellifera);

. Validar o método desenvolvido, analisando as seguintes figuras de mérito: precisao,
recuperagdo, curva analitica, linearidade e sensibilidade (limites de deteccdo e de

quantifica¢do);
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Regido de coleta do mel

O municipio de Santa Luzia do Parua, considerado a capital maranhense do mel,
situa-se na Pré-Amazonia, na regido conhecida como Alto Turi, no Estado do Maranhao,
ficando as margens da BR 316, principal via de acesso do Maranhdo as Regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste do Pais.

Geograficamente, o municipio de Santa Luzia do Parud integra a regido do Estado
pertencente a Amazonia Legal. Em virtude desta localiza¢do, as condigdes climdticas da
regido favorecem a ocorréncia de uma vasta e variada floresta, caracteristica do tropico
umido, com espécimes vegetais nativas e abundantes, com grandes floradas o ano inteiro,
sendo 60% de florestas equatoriais e 40% de cerrados, matas de transi¢do, cocais,
manguezais, campos e restingas. A pluviosidade anual varia entre mil e 2 mil mm, a
temperatura média situa-se entre 26 °C e 27 °C e h4, na regido, um consideravel nimero de
rios perenes, abundantes e extensos. As amostras foram coletadas in locu, dos proprios
apicultores da cidade, sendo estas armazenadas em frascos de vidro (envolvidos em papel

aluminio) e estocados a temperatura ambiente dentro de caixas de papeldo.

4.2 Pesticidas Selecionados

Os pesticidas selecionados neste trabalho estdo listados na Tabela 5, grau de pureza e
grupo quimico e fornecedor.

Tabela 5. Pesticidas utilizados, grupo quimico e pureza.

Composto Grupo Quimico Fornecedor Pureza
Carbaril Carbamatos Chem Service 99 %
Carbofurano Carbamatos Dr. Hrenstorfer 99.1 %
Propanil Anilida Dr. Hrenstorfer 99 %
Parationa metilica Organofosforado Dr.Hrenstorfer 99 %
Permetrina Piretréide Riedel de Haenag 98 %
24-D Fenoxiacidos Riedel de Haenag 99 %
Dimetoato Organofosforado - 98,7 %
Aldrin Organoclorados Dr. hrenstorfer 99,2 %
Dieldrin Organoclorados Quality Grade 99 %
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4.3 Materiais

O gas utilizado para secagem das amostras de mel foi nitrogénio (99,99% de
pureza), obtido da White Martins. Coluna cromatografica Varian C-18 (250mm x 4,6mm d.i.,
5 um). Os solventes utilizados (metanol, acetato de etila) foram adquiridos da Merck, todos
de grau HPLC, 4gua desionizada em sistema XXxXX .

Na fase de extracdo dos analitos, foram utilizados cartuchos de 6,0 mL, tipo
seringa, (Strata® X) da Phenomenex, contendo 500 mg de fase reversa (polimérica),

apropriado para compostos polares e apolares.

4.4 Equipamentos

Foi utilizado, para as analises cromatograficas, o sistema cromatografico a liquido
(marca Varian), composto por: duas bombas de alta pressdo, tipo pistdo simples (Varian
modelo Pro Star 210); detector espectrofotométrico por arranjo de diodos, caminho 6tico de
10 mm, (Varian modelo Pro Star 335); inje¢cdo manual, contendo software Galaxie, instalado
para aquisi¢do e tratamento dos dados cromatograficos; Para a realizagdo das extragcdes em
fase solida, foram utilizados uma bomba a vacuo (Marconi, modelo MA 058) e um manifold
de extracdo (Varian, modelo Visiprep™).

Para degaseificacdo dos solventes, foi empregado um banho ultrassonico (Uniqui,
modelo Ultrasonic Cleaner). Para evaporacdo dos extratos, foi utilizado um evaporador
rotativo (Fisaton Equipamentos Cientificos Ltda, modelo 802), para a centrifugacao das

amostra foi utilizado centrifuga (Sigma Laboratory Centrigfuges, modelo 4K 15).

4.5 Estudo das Condig¢des Cromatograficas de Separacao dos Pesticidas

4.5.1 Preparo da fase movel

A fase movel foi filtrada em kit de filtragado MILLIPORE, com filtros de fibra de
vidro de porosidade 0,45 pm e didmetro de 47 mm para solventes organicos e com filtros de
acetato de celulose de porosidade 0,45 um e didmetro de 47 mm agua acidificada e
permaneceu por 10 min no ultra-som para que fossem retirados todos os gases dissolvidos. As

solugdes foram armazenadas em recipientes proprios para solventes, sendo feitas diariamente
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antes de iniciar os trabalhos. Para realizar a separagdo dos pesticidas estudados foi utilizada

fase movel ACN: H,;O, pH 3,0, ajustado com &cido acético (Figura 13).

4.5.2 Preparo dos padrdes de pesticidas

Os padrdes foram preparados individualmente em metanol, na concentragdo de
500 mg L' (solugdo-estoque). As solucdes-estoque foram guardadas em frasco ambar, a 4°C,
para evitar degradagdo do principio ativo.

Pesou-se, com precisdo, 5,0 mg, de cada pesticida e transferiu-se
quantitativamente com metanol para um baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o
volume final. Apoés total dissolugdo, transferiu-se para um frasco ambar com tampa de rosca
para ser estocado.

As solugdes de trabalho foram preparadas, individualmente, a partir de dilui¢des

da solugdo estoque, em concentragdes de 1,0, 10,0 e 50,0 mg Lt

4.5.3 Obtengao dos Espectros de Absor¢ao no UV dos pesticidas

Para se obter os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta, injetou-se uma
mistura dos pesticidas (20 uL) no cromatégrafo a liquido acoplado a um detector por arranjo
de diodos. Com este detector, também foi avaliada a pureza do pico pela comparacdo dos
espectros de UV em trés regides do pico, no inicio, no meio e no fim. Se os espectros obtidos

fossem coincidentes, este era considerado puro.

4.5.4 Estudo da Extragdo em Fase Solida dos Pesticidas

4.5.4.1 Procedimento de Extracdo Desenvolvido

Em 10,0 g de mel, foi adicionado um volume de 5,0 mL de agua. Em seguida, foi
adicionado 50,0 mL de acetato de etila ¢ a amostra foi submetida a agita¢ao constante, por 20
min. A fase organica foi separada por centrifugagdao a 2500 rpm por 10 min e entdo coletada.
A amostra foi re-extraida com 40 mL de acetato de etila e o procedimento foi repetido.

Os extratos obtidos foram combinados, concentrados e secos sob fluxo de N,. Em
seguida os residuos foram retomados em 5,0 mL de acetato de etila, ¢ o extrato filtrado em

PTFE (0,50 um de diametro), e submetido a etapa de pré-concentragdo com cartuchos de
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Strata X, os quais foram condicionados com 5,0 mL de metanol e 5,0 mL de agua. A eluicao
foi realizada por gravidade com 5,0 mL de acetato de etila. O extrato obtido foi submetido a
concentragdo sob fluxo de nitrogénio, retomando em 1,0 mL de acetato de etila. A Figura 12

sumariza as etapas de extracao/pré-concentragao.

10 g de mel
+50mlde H 9
#50.0 il de Ac. de etila
+Agiugiz/ nn.
Centrifugacdo

2908 rpm {10 min. .
l » Fase Organical

Re-extracdo %

+50,0 L de . de eiila
mud-u.duual l
Centrifugacao Fase Organica Total
2580 1pam /14 roin.
o Redugdo de volue 2mnolaesaporador
' Fase Moot com e ok
Residuo Orgénica2
Filtracdo
ll"ll’il.ﬂlln
Strata-X

"Hu gdec] Ac. Elika 5.0 mifsetagens

*Pri-condidonados cfietanel:H.0 jpH 3,01
"Retomadacf 10 ml de ietaol

Analise Cromatografica

Figura 12. Fluxograma do procedimento de extragao.
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4.6 Paradmetros Importantes no Estabelecimento da Metodologia de Analise de
Pesticidas em Mel

4.6.1 Curva analitica

As curvas analiticas dos pesticidas foram obtidas para concentragdes entre 1,0 a 20,0
mg L, injetando-se 20 pL da mistura dos compostos de cada concentragio, em triplicata,
representando-se graficamente Concentragdo dos pesticidas versus Area do pico.

A partir das curvas analiticas foram obtidos os coeficientes de correlacdo, os

coeficientes angulares e lineares e as respectivas estimativas de desvio padrao.

4.6.2 Dectabilidade

Para a determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do
instrumento, foram construidas as curvas analiticas com solugdes nas concentracdes de 1,0,
2,0, 5,0, 10,0, ¢ 15,0 mg L'l, e obtiveram-se as equacoes das retas. As Equagoes 1 e 2 e foram

empregadas nos calculos dos limites de detec¢cdo e quantificagdo do instrumento.

LD=3,3xSD/a (Eq. 1)
LQ=10x SD/a (Eq. 2)
onde: SD = estimativa do desvio padrao do coeficiente linear

a = coeficiente angular

4.6.3 Recuperacao

As amostras de mel fortificadas foram submetidas ao procedimento de extragdo ¢ os
valores de recuperacdo foram obtidos pelo método de padronizagao externa, sendo cada
experimento realizado em triplicata.

A recuperagdo (R) foi calculada através da Equagao 3:

R = area do pico da amostra x 100 / area do pico do padrao (Eq. 3)



54

4.6.4 Precisao

Foram obtidas as medidas de repetitividade e de precisdao intermediaria. As
determinagdes foram feitas a partir de um minimo de trés niveis de fortificagdo, com trés

repeticdes para cada nivel.

4.6.5 Linearidade e faixa linear

A faixa linear foi obtida tragando-se a curva analitica (Concentragdo versus Area do
pico) e quando a reta comegou a sofrer um desvio de linearidade, este valor de concentracao
foi tomado como sendo o valor maximo a ser determinado, o valor minimo da faixa

correspondeu ao limite de quantificagdo de cada método.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagdo dos compostos em estudo

Para obtencdo dos cromatogramas de separacao e identificagdo dos compostos, foram
testadas diversas fases moveis: metanol:dgua, metanol:dgua acidificada com acido acético,
acetonitrila:dgua e acetonitrila:agua acidificada com acido acético. A melhor resolucdo dos
picos dos compostos em estudo foi obtida para a fase mdvel acetonitrila:agua acidificada (pH
3,0) em modo gradiente. As Figuras 13 e 14 apresentam a programacao de gradiente utilizada

na andlise cromatografica e a separacdo dos compostos estudados.
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Figura 13. Gradiente da fase mével: ACN:H,O (acidificada com acido acético, pH 3,0) Fluxo=1,0 mL
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Figura 14. Cromatograma de identificacdo dos compostos em estudo. Condi¢des cromatograficas:
coluna Varian C-18, S5um (250 x 4,6 mm d.i); Fase Mdvel: ACN:H,O (acidificada em pH 3,0) modo
gradiente, Fluxo=1,0 mL min'; volume de inje¢do: 20 uL (solugdo padrdo mistura dos pesticidas na

concentragdo de 5 mg .L™); detecgdo: 220 nm.
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5.2 Obtencéo do Espectro de Absorc¢do no UV dos compostos

Na Figura 15 ¢ apresentado o espectro de absor¢ao em 3D na regido do UV e o
comprimento de onda de méaxima absor¢do, obtidos na faixa de 200 a 260 nm para os
compostos estudados, utilizando para tal fim um detector espectrofotométrico com arranjo de

diodos.

Figura 15. Espectro de maxima absor¢do na regido do UV para os pesticidas estudados.

Para obtencdo de resultados mais sensiveis, estes podem ser obtidos quanto mais
proximos os comprimentos de onda selecionados estiverem da regido de méaxima absorcao da
espécie (analito). Analisando o espectro de absor¢ao, fixou-se o comprimento de onda em 220
nm visto obter-se cromatograma com menos ruido, ja que em outros comprimentos de onda

estudados, p. ex., 230 nm, observou-se consideravel variagdo na linha de base.
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5.3 Validagdo do Método de Determinacéo dos Pesticidas em mel

5.3.1 Curva analitica, detectabilidade e intervalo linear

Observando-se os resultados nas Figuras 16 a 24, ¢ possivel verificar que as

curvas analiticas para os compostos em estudo apresentaram boa linearidade na faixa

estudada, com coeficientes de correlagao superiores a 0,99.
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Figura 16. Curva analitica obtida para o dimetoato.
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Figura 20. Curva analitica obtida para o Parationa Metilica
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Figura 22. Curva analitica obtida para o Aldrin.
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A Tabela 6 apresenta os resultados de validagdo do método desenvolvido neste

trabalho.

Tabela 6. Parametros de validagdo para a analise cromatografica dos compostos incluidos neste

estudo.
Composto Interv. Linear T LD L@ -
(mg L) (min.) (mg L) (mg L)

Dimetoato 10-200 4,03 0,077 0,233 0,9998
Carbaril 10-200 6,53 0,198 0,600 0,9995
Carbofurano 10-200 7.16 0,142 0,430 09993
Propanil 10-200 10,88 0123 0372 0,9990
P;';‘:l‘l"c':’ 10-200 15,56 0,236 0715 09978
2.4-D 10-200 18 85 0,093 0,281 09993
Aldrin 10-200 19,69 0178 0,536 0,9985
Permetrina 10-200 22,00 0,221 0,669 0,9986
Dieldrin 10-200 2311 0,268 0,811 0,9984

Existem diversas técnicas e metodologias para determinagdo de pesticidas em mel
(Tabela 4). JIN Zhen et al. (2006) obtiveram resultados de LD para dimetoato, carbofurano,
carbaril, parationa e permetrina de 6,30; 1,20; 8,70; 5,90 e 1,0 mg kg'l, respectivamente, por
CG-EI/MS SIM. Também usando cromatografia gasosa e deteccdo por espectroscopia de
massa, RISSATO (2007) obteve valores de LD de 0,002 ¢ 0,001 mg L'l, para os pesticidas
aldrin e parationa metilico, respectivamente. Para determinagdo de pesticidas organoclorados
em mel, valores de LD de 0,1 mg Kg' foram obtidos para analise de aldrin e dieldrin

respectivamente, por CG-ECD (TSIPI, 1999).
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5.4 Recuperagao e Precisédo

5.4.1 Estudo da Extracao em Fase Solida (EFS)

A Figura 25 apresenta um cromatograma de um extrato de mel ndo fortificado,
obtido da EFS com cartuchos Strata® X. Observou-se um pico com elevado sinal
compreendido entre 4-5 min, proveniente da matriz (interferente) ou devido ao solvente usado
na extragdo. Para confirmacdo, injetou-se o solvente (puro), obtendo-se o cromatograma

apresentado na Figura 26.
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Figura 25. Cromatograma da amostra de mel sem fortificagdo, apés EFS usando cartucho Strata® X.
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Figura 26. Cromatograma obtido da injecdo direta do solvente (acetato de etila).
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A Tabela 7 apresenta os valores de recuperacdo e precisdo intermediaria

(repetitividade) obtidos para os compostos em estudo, utilizando-se extracdo em fase solida

em cartuchos de Strata® X.

Tabela 7. Recuperagdes e precisdes da metodologia para analise dos pesticidas nas amostras de mel

fortificadas.
Pesticida Nivel de Forjt/'ﬁca;&'o Rec:ueerc:;&’o v (%)
(g 97) Média (%)

010 ND -
Dimetoato 0,30 40,56 9,15
0,40 4556 2,28

010 ND -
Carbaril 0,30 95,12 3,25
0,40 101,79 4,02

010 ND -
Carbofurano 0,30 86,88 2,41
0,40 96,88 2,16

010 ND -
Propanil 030 97,74 3,61
0,40 95,74 2,62

010 ND -
Parationa Metilica 0,30 89,89 6,29
0,40 96,56 3,25

010 ND -
2,4-D 0,30 88,30 8,54
040 98,29 2,25

010 ND -

Aldrin 0,30 ND -
0,40 48,28 8,58

010 ND -

Permetrina 0,30 ND -

0,40 ND -

010 ND -
Dieldrin 0,30 38,06 11,31
0,40 43,72 3,47

ND — Nao Detectado. n = 3.
(*) EFS com cartuchos Strata® X (residuos retomados com acetato de etila).
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As porcentagens de recuperagdo dos analitos foram expressivas sendo
consideradas satisfatorias, de acordo com os valores sugeridos pelo GARP, dentro da faixa de
70 -120 % (GARP, 2008). Porém, ndo houve recuperagdes para o menor nivel de fortificagao
para o método de extragdo.

Os coeficientes de variagdo, obtidos nos trés niveis de concentragdo para as
amostras de mel fortificadas variaram entre 2,1 a 11,3%, mostrando uma precisdo
intermedidria satisfatoria, em termos de repetitividade, uma vez que sdo admitidos
coeficientes de variagdo de até 20%. Deve-se ressaltar, entretanto que, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, recuperacgdes de 50 a 120% e coeficientes de variagao de
até 15% seriam ainda aceitaveis (Resolug@o n° 899/2003, ANVISA.).

Para a amostra de mel fortificada com os compostos em estudo ndo foi possivel
deteccdo dos compostos no menor nivel de fortificagdo, sendo que, para a permetrina nao
houve recuperagdo em nenhum dos niveis fortificados. Para os compostos carbaril,
carbofurano, propanil, parationa metilica e 2,4-D, nos niveis de fortificacdo de 0,3 ¢ 0,4 pg.g”
! os percentuais de recuperagdes variaram de 86 a 101%, com coeficientes de variagio entre
2,1 e 8,5%. Estes resultados demonstraram satisfatoria condicdo de recuperagdo e precisao
relativa para estes compostos usando o cartucho Strata X.

Assim, dos 9 pesticidas analisados, foram obtidas valores de recuperagdo
satisfatorias para os pesticidas: carbaril, carbofurano, propanil, parationa metilica e 2,4-D,
obtendo-se valores superiores a 80 % na matriz mel. Alguns pesticidas como dimetoato, aldrin

e dieldrin tiveram valores de recuperacao inferiores a 50 %.
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Para minimizar o efeito dos interferentes e melhorar o sinal dos compostos, na
ultima etapa do processo de extragdo, utilizou-se como solvente de retomada o metanol
(Figura 27). Na repetigdo dos ensaios de recupera¢io com cartuchos Strata® X, observou-se
um pico com sinal compreendido entre 4-5 min, mas de menor intensidade quando comparado
com o da Figura 25. Deste modo otimizou-se a etapa final da metodologia analitica, com a

retomada do residuo final com o solvente metanol.
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Figura 27. Cromatograma de um extrato de mel sem fortificagdo - controle/testemunha (eluigdo com
metanol).

Na Figura 28, observa-se para os ensaios de recuperagio com cartuchos Strata™ X,
no nivel de fortificagio 0,30 pg g' (quantidade injetada 0,08 pg), que houve valores
expressivos de recuperagdo, porém, mais uma vez, observou-se um pico com sinal

compreendido entre 4-5 min (sem identificagao).
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Figura 28. Cromatograma de um extrato de mel fortificado (0,30 ug g"), apés EFS usando cartucho
Strata® X.
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A principio, o “pico fantasma” poderia ser considerado um interferente do proprio
material de adsor¢ao; porém, observando-se as Figuras 29 e 30 (ensaios de recuperagdo com
cartuchos Strata® X no nivel de fortificacdo 0,50 e 1,00 pug g’'; quantidade injetada 0,20 e 0,40
ug respectivamente), verifica-se que ndo houve a existéncia do pico entre 4-5 min, mostrando
que o mesmo pode ter sido originado de algum interferente proveniente da matriz mel em
analise. Como o tempo de retenc¢do (tr) do pico interferente ndo coincidir com tg de nenhum

dos pesticidas, ndo houve problema, por ocasido da quantificagdo dos analitos.
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Figura 29. Cromatograma de um extrato de mel fortificado (0,50 pg g"), apés EFS usando cartucho

Strata® X.
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Figura 30. Cromatograma de um extrato de mel fortificado (1,00 pg g"), apés EFS usando cartucho

Strata® X.
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A Tabela 8 apresenta os valores de recuperacdo e precisdo intermediaria

(repetitividade) obtidos para os compostos em estudo, submetidos a EFS utilizando cartuchos

de Strata® X.

Tabela 8. Recuperagdes e precisdes de amostras de mel fortificadas (0,30, 0,50 e 1,00 pg g") apos

EFS, utilizando cartuchos Strata X (retomada com metanol).

Pesticida Nivel de For:;;iﬁca;&'a Rec:ueerc:;@ v (%)
(ug g7) Média (%)~
0,30 61,10 5,88
Dimetoato 0,50 68,29 8,57
1,00 58,38 5,22
0,30 97,68 4,87
Carbaril 0,50 101,58 4,85
1,00 102,53 4,38
0,30 92,26 7,25
Carbofurano 050 96,89 425
1,00 95,99 6,39
0,30 64,44 3,65
Propanil 0,50 96,59 7,34
1,00 102,53 5,35
0,30 93,54 492
Parationa Metilica 0,50 113,58 8,28
1,00 96,32 2,54
0,30 ND -
2,4-D 0,50 78,74 3,46
1,00 85,82 491
0,30 ND -
Aldrin 0,50 ND -
1,00 ND -
0,30 ND -
Permetrina 0,50 ND -
1,00 47,90 5,42
0,30 98,85 4,82
Dieldrin 0,50 111,87 9,67
1,00 75,27 5,32

ND — Nao Detectado. (*) n= 3.
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Pelos dados contidos na Tabela 8 verifica se que as porcentagens de recuperagao
foram expressivas para determinados compostos, sendo consideradas satisfatorias de acordo
com os valores sugeridos pelo GARP.

Para a amostra de mel fortificada no menor nivel de fortificagdo (0,30 pg g™), no
foi possivel detectar o composto 2,4-D; para a permetrina, s6 houve recuperagdo no maior
nivel de fortificacao (recuperagdo 47%). Para os compostos dimetoato, carbaril, carbofurano,
propanil, parationa metilica, 2,4-D e dieldrin (0,50 e 1,00 pg g'), as recuperagdes médias
variaram de 58 a 113%, com coeficientes de variagdo entre 2,5 ¢ 9,6%.

A metodologia proposta para extragdo dos pesticidas em amostra de mel por EFS
apresentou recuperagdes médias satisfatdrias para todos os niveis de fortificagdo em estudo.

Os valores de recuperagdo foram considerados satisfatdrios para o composto
dieldrin, quando comparado com a Tabela 7, isso se deve ao fato de que provavelmente, ter
ocorrido degradacdo do composto aldrin que ndo foi detectado em nenhum dos niveis de
fortificacdo. Por este motivo, somando as areas dos dois compostos aldrin (degradado) com o
composto dieldrin (fortificado), foram obtidos valores de recuperagdo superiores aos da

Tabela 7.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os limites de deteccao e quantificacao obtidos para o método de determinagdo dos
pesticidas dimetoato, carbaril, carbofurano, propanil, parationa metilica, 2,4-D, aldrin,
permetrina e dieldrin, foram superiores aos limites descritos pela literatura para analise de
residuos de pesticidas em mel, utilizando a técnica CG-MS.

As analises cromatograficas mostraram que o método analitico desenvolvido para
os pesticidas dimetoato, carbaril, carbofurano, propanil, parationa metilica, 2,4-D, aldrin,
permetrina e dieldrin apresentou boa linearidade na faixa de concentracdo estudada, com
coeficientes de correlagdo superiores a 0,99 obtidos nas determinagdes dos compostos
estudados.

O método de extragdo dos pesticidas em amostras de méis, utilizando o
adsorvente Strata® X, apresentou desempenho satisfatorio para os compostos carbaril,
carbofurano, propanil, parationa metilico e 2,4-D, podendo ser utilizado para a validagdo do
método e conseqliente aplicacdo na determinagao destes pesticidas em amostras de méis. Para
os inseticidas organoclorados aldrin e dieldrin e o inseticida organofosforado dimetoato as
recuperagdes foram inferiores a 50 %, utilizando-se como solvente extrator acetato de etila e
eluicdo com acetato de etila.

O método de extracdo de pesticidas em amostras de méis utilizando o adsorvente
Strata® X apresentou boa eficiéncia para os compostos dimetoato, carbaril, carbofuran,
propanil, paration metilico, 2,4-D e dieldrin (aldrin + dieldrin), podendo ser utilizado para a
validagdo do método e conseqiiente aplicagdo na determinacdo de pesticidas em amostras de
méis, utilizando-se como solvente extrator o acetato de etila, seguida de EFS eluicdo com
metanol.

O método multirresiduo para determinag@o dos 9 pesticidas de diferentes classes
apresentou niveis de recuperacao acima de 70% para a maioria dos compostos em estudos, na
amostra de mel utilizada com repetibilidade satisfatéria e coeficientes de variagdo inferiores a
15%. Nos compostos com recuperagdes inferiores a 70 % embora possam ser analisados pelo
método selecionando, ndo poderdo ser devidamente determinados devido as baixas

recuperagdes nas condigdes de extragao,
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