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Residuais.

Etileno tiouréia (ETU) ¢ um metabolito, bem como
um produto da decomposigdo dos fungicidas
etilenobisditiocarbamatos (EBDC), que sdo largamente
utilizados em varias culturas. Segundo a literatura estes
compostos sdo instaveis seja em meio alcalino ou 4cido,
na presenga de oxigénio ou de agua, podendo durante o
armazenamento, processamento e cozimento dos alimen-
tos tratados onde este tipo de fungicida foi utilizado, a
quantidade do produto principal (EBDC) decrescer ¢ a
quantidade de ETU aumentar®>.
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Figura 1. Férmula estrutural do ETU

ETU, cuja formula estrutural se encontra na Figu-
ral, é rapidamente absorvido, metabolizado e excretado,
preferencialmente pela urina e seu acimulo no organis-
mo se da preferencialmente na tiredide e no figado®®. De
acordo com a IARC (International Agency for Research
on Cancer) a carcinogenicidade de ETU ¢ grau 2B, isto
significa que ha evidéncia suficiente de carcinogenicidade
para animais entretanto esta evidéncia ¢ inadequada para
seres humanos'.

A decomposi¢do metabolica do EDBC ¢ comple-
xa e os produtos finais da decomposicao sdo dissulfeto
de carbono (CS,), sulfeto de hidrogénio (H,S) e ETU.

Na literatura ndo se encontram muitos trabalhos
sobre a presenca de ETU em leguminosas como feijdo, a
maior parte deles se concentra na pesquisa de ETU em
frutas e verduras crus e processados.

O objetivo deste trabalho foi validar uma
metodologia para determinagdo de residuos de ETU
em amostras de feijdo devido ao seu uso intensivo nesta
cultura.

Primeiramente foi tracada a curva analitica utili-
zando-se padrao de ETU da Sigma-Aldrich (98% pure-
za). Foram preparadas solugdes de concentragdes varian-
do de 0,04 a 1,00 mg/mL. Para quantificagdo foi utiliza-

da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nas
seguintes condigdes:

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
Shimadzu 10Avp com detector de ultravioleta a 240nm.

Coluna Spherisorb ODS 1 fase reversa (C18) 25
cm de comprimento x 4,6 cm de didmetro, tamanho de
particula Spm.

Fase movel 1: acetonitrila (2%) agua (98%)

Fase moével 2: agua (100%)

Fluxo da fase movel: 0,7 mL/min

A Figura 2 traz a curva de calibragdo de ETU, que
se mostrou linear na faixa de 0,04 a 1,00 mg/mL.

Curva de Calibragao do ETU
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Figura 2. Curva de Calibragdo do ETU.

Uma vez obtida a curva de calibragao foram reali-
zados os ensaios de recuperagdo utilizando amostras de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) variedade Rubi, onde ndo
foram detectados residuos de ETU.

Foram retiradas aliquotas de 20g das amostras
homogeneizadas e estas foram fortificadas no nivel de
0,10 mg/kg de ETU em quadruplicatas. Apds a adigdo de
100mL de metanol as amostras foram agitadas por 1 min
em ultra turax e centrifugadas por 30 min. Apds filtragao
em funil contendo algoddo, seguiu-se a extragdo com 50
mL de metanol. Este processo foi repetido mais uma vez.
As aliquotas metanolicas foram concentradas em
rotavapor a 50° C a aproximadamente 10mL. Ao atingi-
rem a temperatura ambiente, o pH foi ajustado a 8,5 e os
extratos foram transferidos para colunas de purificagdo de
Extrelut seca (Colunas Extrelut NT20, Merck, lote 19040).
Apds 15 minutos estas colunas foram eluidas com 220 mL
de diclorometano. Aos eluatos foram adicionados SmL de
agua purificada para cromatografia liquida de alta eficién-
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cia (CLAE) e concentrados em rotavapor a 50° C até que
ndo fossem mais visualizadas as duas fases. Ao atingirem
temperatura ambiente, os extratos foram transferidos para
baldo de SmL avolumando-os com 4gua purificada para
CLAE. Apo6s passarem por filtro de membrana de celu-
lose de 0,45um foram injetados no cromatografo liquido.
A concentracdo de ETU presente na amostra foi determi-
nada utilizando-se a curva analitica construida com pa-
droes.

Os dados obtidos estdo relacionados na Tabela 1.
Como pode-se observar o método apresentou dados ade-
quados tanto de recuperagao, desvio padrdo e coeficiente
de variacdo. A média da recuperagao para 0,10 mg/Kg foi
70% e seu coeficiente de variacdo de 8,0% . Estando es-
tes valores dentro do que se considera adequado para re-
siduos na faixa de mg/Kg, que ¢ de 70 a 120% de recu-
peragdo e coeficiente de varia¢do de até 15%*.

O limite de quantificacdo foi 0,10 mg/kg e obser-
vou-se linearidade de 0,04ug/mL até 1,00 ug/mL, que
corresponde a faixa de contaminagdo por ETU de
0,02 mg/Kg a 0,50mg/Kg.

As condigdes cromatograficas foram otimizadas
para se obter uma boa resolugdo do ETU sendo o seu tem-
po de retengdo de cerca de 11,5min nas condi¢des des-
critas anteriormente.

Tabela 1. Dados de recuperagdo, desvio padrao e
coeficiente angular da fortificagdo de feijdo com ETU
0,10 mg/Kg.

Valor Recupe- Recupe- Desvio Coefi-
encontrado ragiao racao padrio ciente de
(mg/kg) (%) média (%) Médio (1) varia-

¢do (%)
0,08 80
0.07 70 70 0,006 8
0,07 70 ’
0,06 60

De acordo com normas estabelecidas*, um méto-
do ¢ considerado validado quando o limite de
quantificagdo proposto (LQ proposto) for maior que o li-
mite de quantificagdo estatistico (LQ estatistico). Sendo
o LQ estatistico considerado como 10 vezes o valor obti-
do como desvio padrdo. Neste caso:

LQ estatistico =10 x Dp =10 x 0,006 = 0,06

LQ proposto = 0,1

Portanto LQ proposto > LQ estatistico.

O limite minimo de quantificagdo para o método
aqui descrito na matriz estudada foi de 0,10mg/kg de ETU.
Foi encontrado um unico interferente, com distancia de
retengdo préxima ao do pico do ETU, entretanto com uma
pequena alteragdo da fase movel 1 para fase movel 2, ape-
nas agua, houve resolugdo dos picos, sem mais interfe-
réncia na determinagao.

A legislagdo brasileira estabelece Limite Maximo
de Residuo (LMR) para EDBC expressos em CS, total,
mas ndo define LMR para ETU. A Suécia estabele LMR
de 0,05mg/Kg para ETU em frutas, verduras e legumes
e para Bélgica e a Holanda o LMR para ETU ¢
0,02mg/Kg em frutas e vegetais, que presume-se serao
consumidos sem processamento. Nao existe LMR estabe-
lecido para graos e nem para leguminosas. Por sugestio
do JMPR, grupo assessor do Codex Alimentarius (FAO/
WHO, 1994), a ingestao didria aceitavel (IDA) de ETU ¢
de 0,002 mg/kg de ETU por peso corporeo.
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