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No presente trabalho foi determinada a presenca
de residuos dos organoclorados hexaclorobenzeno,
lindane, heptacloro, aldrin, heptacloro epoxi, o,p’
DDE, a-endosulfan, p,p’ DDE, dieldrin, endrin, a-
endosulfan, endosulfan sulfato e metoxicloro em
amostras de leite em pé integral distribuido pelo
programa municipal, na cidade de Piracicaba (SP).
Apos a extragdo das amostras com cartuchos C e
camara de vacuo, realizou-se a identificacao e
qguantificacdo dos residuos de organoclorados por
cromatografia a gas utilizando detector de captura
de elétrons (CG/DCE) e confirmagdo mediante
espectrometria de massas (CG/EM). Observou-se
a contaminagdo de uma amostra por heptacloro,
abaixo do Limite Maximo de Residuo Estranho
estabelecido pelo Codex Alimentarius. Esse fato é
preocupante devido a importancia do leite na
alimentacédo infantil e porque o heptacloro nédo é
permitido em amostras de leite.
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1INTRODUCAO

O controle quimico de pragas reduziu o indice de doencas e aumentou a producéo agricola,
mas esses compostos quimicos podem permanecer ativos no meio ambiente por longos periodos,
afetando os ecossistemas. Os efeitos desses compostos ao longo do tempo representam grande
risco para a saude publica, sendo necessarios o0 monitoramento e a vigilancia desses produtos
em aguas, solos, alimentos e ar (LARA e BATISTA, 1992; ARAUJO, NOGUEIRA e AUGUSTO,
2000).

Os compostos organoclorados (OC) foram muito utilizados e ainda séo em alguns paises com
propésitos agricolas e principalmente sanitarios, mas devido a sua estabilidade quimica, persisténcia
e seu carater lipofilico podem se acumular em tecido adiposo. A combinac&o entre a baixa solubilidade
em agua e a alta capacidade de adsorgcéo na matéria organica leva ao acumulo desses compostos ao
longo da cadeia alimentar, especialmente nos tecidos ricos em gorduras dos organismos vivos (TORRES,
1998). Varios estudos tém sido realizados sobre a ocorréncia dos OC no leite humano, evidenciando
0 mau uso e a consequente acumulagéo (SALEH et al., 1996; MATUO et al., 1992; SALEM, AHMAD
e ESTAITIEH, 2009;)

A exposicdo humana aos organoclorados ocorre principalmente mediante alimentos
contaminados, em especial pela ingestao de produtos animais. O risco potencial desses compostos
é estimado a partir de estudos experimentais, ndo tendo sido ainda documentados seus efeitos diretos
na salde humana com base em alteracdes celulares. Varios desses compostos revelaram-se capazes
de induzir ou promover cancer de mama experimentalmente (ADAMI et al., 1995).

No Brasil, a Portaria n® 329 de 02 de setembro de 1985 proibiu em todo territério nacional,
a comercializacédo, o uso e a distribuicao dos produtos agrotéxicos organoclorados, destinados a
agropecuaria, sendo revogada pela Portaria n°® 424 (de 07 de novembro de 1985) a permisséo de
sua comercializacao, uso e distribuicdo em carater emergencial a critério da Secretaria Nacional
de Defesa Agropecuéria do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1985). Embora a proibicao esteja
em vigor desde 1985, ainda sao encontrados residuos desses compostos em diversas matrizes
(ANVISA, 2007)

Constituido basicamente de lactose, gordura, proteinas e sais minerais, o leite é rico em
vitaminas A, B e D. Avitamina A fortalece a visdo e ajuda a combater infec¢des, a vitamina B favorece
o crescimento normal da crianga, sendo essencial para a saude da pele e a vitamina D ajuda no
crescimento normal do esqueleto, evitando o raquitismo, pois € indispensavel para a absorgao de
calcio e fosforo. Devido a sua composicgéo, o leite é de extrema importancia na alimentacao infantil
(INMETRO, 2010).

O leite em po, produzido a partir do leite integral pasteurizado, sofre deteriora¢éo mais rapida
que o leite. E classificado de acordo com o tratamento térmico que recebe, comumente efetuado com
base na medigcéo da quantidade de proteinas do soro que sobram no p6 apés esse tratamento (KELTS
e JONES, 1995).

As exportacdes mundiais de leite em p6 integral foram estimadas em 1.826 mil toneladas em
2009, com queda de 1,2% em relacao a 2008, principalmente devido a previsdo de diminuicdo das
cotas de exportacédo da Unido Européia em 100 mil toneladas. O leite em pé integral constitui produto
chave de exportacdo para as regifes produtoras com leite excedente, principalmente para mercados
importadores de paises em desenvolvimento (FAO, 2009).

O Brasil importa leite em p6 principalmente da Argentina, através do Mercosul e, para isto,
houve necessidade de ajustes na legislagdo. Os pontos ja harmonizados no Mercosul sobre o
estabelecimento de niveis maximos de contaminantes quimicos em alimentos foram resolvidos pela
Portaria n°® 685, de 27 de agosto de 1998 e sugerem a utilizacdo das normas, diretrizes ou
recomendagfes da Comissdo do Codex Alimentarius, da Unido Européia, da Food and Drug
Administration ou outros organismos reconhecidos internacionalmente para o estabelecimento de
niveis maximos de residuos de pesticidas (BRASIL, 1998). Na Argentina, o Instituto Nacional de
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Alimentos realiza analises de pesticidas organoclorados e organofosforados em alimentos (ANMAT,
2010).

Existem poucos relatos e estudos sobre a determinacdo de pesticidas em amostras de leite
em p6 no Brasil. Em 2002, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou o Programa de
Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal, conforme a RDC
n°. 253 de 16 de setembro de 2003, que determina os Limites Maximos de Residuos (LMR) de
antimicrobianos, micotoxinas, antiparasitarios e organoclorados em amostras de leite e leite em po.
Esse programa veio somar-se ao Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos (PARA) ampliando,
assim, a capacidade do Governo em promover medidas preventivas de controle para melhorar o controle
sanitario dos alimentos (ANVISA, 2006).

O presente estudo teve por objetivo avaliar niveis de pesticidas organoclorados em leite em po,
distribuido pelos programas estadual e federal, que atendem criancas carentes da regiéo de Piracicaba
(Séo Paulo).

2 MATERIAL E METODOS

As andlises foram conduzidas no Laboratdrio de Ecotoxicologia do Centro de Energia Nuclear
naAgricultura (CENA/USP), em Piracicaba (SP).

2.1AMOSTRAGEM

As amostras foram fornecidas pelo Sistema de Vigilancia de Avalia¢é@o Nutricional (SISVAN),
ligado a Secretaria Municipal de Saude de Piracicaba, SP. O leite em p6 destina-se a familias carentes
cadastradas junto ao programa dos governos estadual (Vivaleite) e federal, sendo distribuido pela
Prefeitura Municipal (Secretaria da Salde) para atender criangas de 06 meses até 2 anos. Como a
cidade de Piracicaba é atendida pelos programas federal e estadual foram analisadas as duas marcas
recebidas pela prefeitura, denominadas de X e Y, respectivamente.

O leite em pd identificado com as marcas X e Y foi embalado no Brasil, mas trata-se de leite
importado da regido de Buenos Aires (Argentina). O leite em p6 da marca Y foi classificado como leite
em po integral instantaneo enriquecido com vitaminas e ferro, e o da marca X como leite em pé
integral.

2.2 SOLUCOES PADRAO
Diluiu-se a solugdo estoque contendo a mistura de padrdes ou “mix” de pesticidas
organoclorados (ChemService, West Chester, USA) em hexano grau residuo (Lichrosolv). A partir

dessa solucéo foram diluidas solugdes de trabalho nas concentragdes: 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05mg uL?
em hexano.

2.3 ORGANOCLORADOS ESTUDADOS
Foram rastreados os seguintes organoclorados: hexaclorobenzeno, lindane, heptacloro, aldrin,
heptacloro epoxi, o,p’ DDE, endosulfan |, p,p’ DDE, dieldrin, endrin, endosulfan Il, endosulfan sulfato e
metoxicloro.
2.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E DETERMINACOES ANALITICAS
As amostras foram mantidas em freezer, sob congelamento até o processamento, sendo o

leite em po reconstituido de acordo com a especificagdo do fabricante, com agua destilada. Foram
preparados 200 mL de cada amostra, usando-se 15 g de leite em pé para cada 100 mL de agua. Trés
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repeticbes de cada amostra foram analisadas, determinando-se cada repeticdo em triplicata. Para o
Branco, seguiu-se o procedimento de extracdo, utilizando somente os solventes envolvidos na extracao.
Como testemunha utilizou-se amostra de leite sem fortificacdo (sem adi¢éo do padréo).

Empregaram-se na extragdo, cartuchos C , (Sep-Pak Vac - 1 g, Waters Corporation) com
capacidade de 6 mL e camara de vacuo, conforme procedimento descrito por Mafies, Font e Pic6
(2993) e utilizado por Picé et al. (1995) para determina¢éo de organoclorados em formulacdes infantis.

Para a quantificac@o dos organoclorados foi utilizado cromatdgrafo a gs Chrompack CP 9001,
equipado com detector de captura de elétrons ®Ni, injetor “split” e nitrogénio ultrapuro como gas de
arraste.

Utilizou-se coluna DB-5ms (J&W Scientific Inc.) com temperatura inicial de 240°C e final de
280°C, com taxa de aquecimento de 20°C minuto™. A temperatura do injetor foi de 250°C e a do
detector de 300°C, com fluxo do make-up 50 mL min'* e volume de injecao de 2 uL. O tempo total da
corrida foi de 15 minutos.

Para a confirmacg&o dos organoclorados nas amostras que se apresentaram contaminadas
utilizou-se Cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa (CG/EM) Finnigan CGQ, nas
seguintes condicdes: temperatura inicial de 220°C por 2 minutos, taxa de aquecimento de 20°C
minuto™ até 240°C por 8 minutos, aumento de 20°C minuto até 280°C por 2 minutos, temperatura do
injetor de 250°C; injecao splitless, fluxo da 1 mL min? (Hélio como géas de arraste) e modo full scan.
O tempo total da corrida foi de 13 minutos.

2.5 VALIDACAO

A linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados diretamente
proporcionais a concentracao do analito nas amostras em dada faixa de concentragéo (INMETRO,
2007). As curvas analiticas foram obtidas por padronizacéo externa, relacionando-se a &rea do pico
versus a concentracao (ng uL*) nas concentracdes de 0,01 a 0,05 g uL?.

Os limites de deteccédo foram determinados para os diferentes organoclorados da mistura de
padrdes, injetando-se diluicbes com diferentes concentracdes. Definiu-se o limite de detecgéo (expresso
por ng uL-1) como a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, utilizando-se determinado procedimento experimental.

Avaliou-se a exatiddo do método mediante ensaios de recuperagdo. As amostras de leite
foram fortificadas com os organoclorados nas concentracées lineares de 0,01 a 0,05 ng uL?,
homogeneizadas e colocadas a 4°C “overnight”. Os valores aceitos para ensaios de recuperacao para
a avaliagdo do método analitico encontram-se entre 70 e 120% e o coeficiente de variacéo (precisao)
nao deve exceder a 20%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram avaliados de acordo com o Codex Alimentarius (FAO, 2010), comparando-
0s com os valores dos Limites Maximos de Residuos (LMR) e Limites Maximos de Residuos Estranhos
(LMRE), respectivamente. Os LMR apresentados no CODEX representam os limites aceitaveis de
pesticidas e tem por objetivo facilitar o comércio internacional de alimentos e proteger a saude dos
consumidores. Os LMRE se referem aos residuos de pesticidas encontrados em alimentos, mas seu
uso ndo é autorizado para aquela cultura pela legislacao vigente, ou ndo ha registro do pesticida
naquele pais.

Os valores dos ensaios de recuperacéo, apresentados na Tabela 1, estdo de acordo com 0s
critérios estabelecidos para validacdo de métodos analiticos empregados para analise de residuos de
pesticidas em alimentos.
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TABELA 1- PORCENTAGEM DE RECUPERACAO (%R ), DESVIO-PADRAO (o) E
COEFICIENTE DE VARIACAO (CV%) OBTIDO APOS TRES EXTRACOES
DOS PESTICIDAS EM LEITE EM PO

Organoclorado Fortificagdo (ng pL™)

0,01 0,03 0,05
%R, o CV¢  %R,? o CV° %R, o0 CV©
Hexaclorobenzeno 9985 1,87 1,87 102,21 098 0,96 99,28 1,18 1,18

Lindane 80,16 139 1,73 105,13 1,32 1,17 89,09 125 1,40
Heptacloro 9854 2,74 2,78 101,82 198 194 97,73 252 258
Aldrin 8431 122 145 91,70 099 1,08 9924 0,98 0,99
Heptacloro epoxi 106,11 1,86 1,75 102,87 2,23 2,17 101,22 0,9 0,95
o,p’ DDE 99,00 089 090 92,18 152 165 92,77 1,78 1,92
Endosulfan | 8430 3,22 382 10328 1,75 1,69 10063 1,56 1,55
p,p’ DDE 8660 059 059 106,92 2,11 197 9633 090 0,9
Dieldrin 84,09 127 151 9941 195 196 96,12 252 2,62
Endrin 89,38 247 2,76 9470 2,15 227 9765 253 259
Endosulfan |l 8549 220 257 8821 210 238 9852 187 1,90
Endosulfan sulfato 7854 283 360 8889 185 208 9948 196 1,97
Metoxicloro 111,41 167 150 88,73 1,96 2,21 101,87 0,98 0,96

A otimizagdo dos parametros cromatogréficos referentes a programacao de temperatura
favoreceu a separacao dos picos da solucéo de mistura de padrdes.

Dos organoclorados rastreados, somente o heptacloro foi identificado e quantificado na amostra
Y-02 com concentracao de 0,003 mg kg ~*(CV de 5%), porém abaixo dos limites estabelecidos pela
FAO/CODEX (2010). Para a confirmagédo dos organoclorados encontrados na amostra foi utilizada a
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A Figura 1 apresenta o
cromatograma dos organoclorados: hexaclorobenzeno, lindane, heptacloro, aldrin, heptacloro epéxi,
o,p’ DDE, endosulfan I, p,p’ DDE, dieldrin, endrin, endosulfan Il, endosulfan sulfato e metoxicloro,
nessa sequéncia, na concentracédo de 0,03 g uL*em hexano.

As amostras de leite em po analisadas atenderam as determinagdes exigidas pelo CODEX,
porém o organoclorado heptacloro ndo deveria estar presente em leite em pd, mesmo em concentragoes
inferiores ao LMR permitido. O leite constitui um dos principais componentes da nutricdo infantil,
podendo ser introduzido na alimentagéo a partir dos 6 meses de idade.

A diregdo do Sindicato da Industria de Laticinios e Produtos derivados do Estado de Minas
Gerais (SILEMG), preocupada com a qualidade do leite em p6 consumido no Brasil, solicitou ao
Inmetro a insercao do leite em po integral no Programa de Analise da Qualidade dos Produtos em
1998. Os resultados obtidos pelo Inmetro demonstraram problemas, principalmente, em relacéo ao
teor de lipidios nas 9 marcas nacionais e 3 importadas analisadas. Isso ndo afeta a satde do consumidor,
porém ndo foram realizadas andlises de contaminantes organicos (INMETRO, 2010).
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FIGURA 1 - CROMATOGRAMA PARA CONFIRMACAO DOS PESTICIDAS ANALISADOS POR
CG-EM NA CONCENTRAGAO 0,031g pL* EM HEXANO

Sao poucas as pesquisas realizadas nesse tipo de matriz no Brasil, sendo geralmente as analises
feitas por érgéos publicos credenciados com o intuito de fixar a identidade e as caracteristicas minimas de
qualidade do leite em p6 destinado ao consumo humano. A partir de 1998, depois de alguns incidentes
internacionais e restricdes a importagao de produtos lacteos brasileiros por alguns 6rgéos internacionais,
principalmente o mercado europeu, a ANVISA intensificou seu controle sobre o produto.

4 CONCLUSAO

O controle de qualidade deve ser considerado como a principal agédo preventiva de salde
publica com relacdo a contaminag¢do de alimentos, e 0 monitoramento deve ser constante,
promovendo a populagéo acesso a alimentos seguros, significando menores indices de doencas
de origem alimentar, menores custos para a saude publica, além da diminuigdo das barreiras ao
comércio internacional.

A importancia do leite em p6 na alimentacao infantil requer atencao especial nos programas
de monitoramento, visando a protecao e contribuicdo para o desenvolvimento integral da crianga.

As medidas restritivas ou proibitivas, tomadas nos Ultimos anos pelos governos com relagao
ao monitoramento de residuos de pesticidas e a qualidade dos alimentos, representam grande passo
na tentativa de diminuir o impacto negativo dos pesticidas na seguranca alimentar. No entanto, outras
medidas sao necessarias para que a situacao ndo se agrave ainda mais. A evidéncia da contaminacao
em amostra de leite em p6 por pesticidas organoclorados justifica estudos mais frequentes junto aos
programas de distribuicdo desse alimento.

ABSTRACT

DETERMINATION OF ORGANOCHLORINE RESIDUES IN MILK POWDER DISTRIBUTED IN PIRACICABA, SP
(BRAZIL)

In the present study was determined the presence of organochlorine residues hexachlorobenzene, lindane,
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heptachlor, aldrin, heptachlor epoxide, o, p ‘DDE, a-endosulfan, p, p’ DDE, dieldrin, endrin, a-endosulfan,
endosulfan sulfate and methoxychlor in milk powder samples distributed by the municipal program in
Piracicaba, SP (BRAZIL). After extraction of samples with C18 cartridges and a vacuum was performed to
identificate and quantificate residues of organochlorine compounds by gas chromatography using electron
capture detector (GC/ECD) and confirmation using mass spectrometry (GC/MS). It was observed the
heptachlor contamination in one sample, below the levels established by Extraneous Maximum Residue
Limits determined by the Codex Alimentarius, but due to its importance in infant feeding this fact is alarming,
because the heptachlor is not allowed in milk samples.

KEY-WORDS: MILK POWDER; PESTICIDES - RESIDUES; ORGANOCHLORINE.
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