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RESIDUOS DE PESTICIDAS CLORADOS EM LEITE CONSUMIDO
EM SAO PAULO ®

CHLORINATED PESTICIDE RESIDUES IN FLUID MILK CONSUMED
IN SA0 PAULO, BRAZIL
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SUMMARY

Gas lquid chromatography with electron capture detector was applied for the
gualitative and guaniitative analysis of fluid milk consumed in the city of Sao
Paulo, Brazil.

The pesticides were extracted according to the Mili's procedure., Peak iden-
tifications were accomplished by comparison with the retention time of the stan-
dards and by the addition of the supposed pesticide to the samples.

BEC isomers were identified in all samples., The total BHC content in the
samples varied from 0.007 to 0.05% ppm and the different isomers: alpha-BHC
from 0.001 to 0.046 ppm; beta plus gama-BHC from 0.001 to 0.028 ppm; delta-BHC

from 0.6060 to 0.005 ppm.

Four samples of cheese type “Parmegiani” were also analysed with the following
results: alpha-BHC from 0.115 to 1.200 ppm: beta plus gama-BHC from 0.145 to
1.35¢ ppm; delta-BEHC from traces fo 0.650 ppm, in the fat.

INTRODUCAO

(0 emprégo cada vez mais difundido de
pesticidas na agricultura para combater pra-
gas e doencas de vegelais e para a proteciio
de grdos armazenados, como também na pe-
cudria para coantrolar os ectoparasitas do ga-
do, trouxe para a Satde Pdablica mais um
problema toxicol6gico resultante da conta-
minagio de alimentos com residuos déstes
defensivos agropecudrios.

Até cérea de 1940, os agricnltores con-
tavam com poucas substéncias quimicas para
combater algumas das pragas existentes. In-
tretanto, atualmente, mais de cem mil lone-
ladas de formulacGes de inseticidas sfo uti-
lizadas por ano, no Brasil, além de outres
pesticidas como acaricidas, fungicidas, er-
vicidas e moluscocidas,

Apds sua aplicaclio, residuos destas subs-
tdncias toxicas permanecem nas folhas, fru-
tos e graos. A absorgio fregiiente de resi-
duos de pesticidas pode conduzir ao estabele-
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cimente de intoxicagbes cronicas, se &stes
esliverem presentes nos alimentos, acimma dos
limites de tolerdncia.

0 limite miximo de telerncia de pestici-
das em produtos alimenticios esti regulamen-
tado por lei, no Brasil, e a matéria é revis
ta, periddicamente, pela Comissio Nacional
de Normas e Padrbes para Alimentos, com
a finalidade de manter atualizados €sses li-
mites de tolerancia.

Entretanto, residucs de pesticidas presen-
tes nas pastagens, forragens e ragbes de ga-
do sfo iransferidos para a carne e para o
leite déstes anbmals: sfio @stes os chamados
residuos nio intencionais. Por ouire lado,
a aplicacie eventual de medicamentos fopi-
cos e de banhos carrapaticidas contendo pes-
ticidas, que sfo absorvidos por via cautfnea,
também contribuem para o aparecimento dés-
tes pesticidas tanto no lelte como na carne,

{1y Trabalho apresentado a0 18° Congresso Brasilelro de Higiene, realizado em 8 Paulo de 26 a

£33 Do Funde de Pesquisa do Instituto Adolio Luts,
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Ainda, a persisténcia de inseticidas clora-
dos em solos cujas culturas anteriores foram
tratadas com &sses pesticidas também con-
tribue para a conlaminagio de pastagens e
forragens, Residuos de Hndana, BDT, aldiin,
dieldrin, clordana e heptacloro j& foram en-
contrados em solos vérios anos ap0s sua
aplicaciio {EpwaRrDs *).

A determinaciio do teor de pesticidas em
alimentos tem sido solicitada pela FAO {Food
Agricultural Organization) a todos os paises
membros das NagBes Unidas, com a finali-
dade de permitir uma avaliagho real da guan-
tidade de residunos de diferentes pesticidas
ingeridos por populagbes locais. Estes estu-
dos permitiriam verificar se estd ou ndo
sendo excedida a dose didda aceitivel para
o homem,

Com a finalidade de avallar o grau de
contaminagio do leite, foram analisadas di-
ferentes amostras de leite consumido na ci-
dade de 3o Paulo.

MATERIAL E METODOS
Analisamos 17 amostras de leite de qua-
tro marcas normalmente existentes no comér-
cio de S. Paulo, sendo 14 amestras do tipo
B e 3 dotipo €. As diferentes amostras fo-
ram adquiridas no comércic durante os me-
ses de julho, agbsto e setembro de 1976
Feram tmlbem anahsa&m 4 amostras  de
gqueijo tipo “parmezfic”, proveniente de 4
partidas diferentes de um mesme fabricante,
0 método seguide foi o indicado em “Guide
to the Analysis of Pesticide Residues” ® ba-
seado em trabathos de Mitis™ ¢ Onery 3. O
processo compreende as seguintes fases:

at  FExtragio da gordura e dos pesticidas
dissolvidos na gordura

Transfira 100 g de leite para um frasce
de centrifuga de 500 ml. Adicione 1 g de
oxalato de potdssio p.a.. 100 mi de metanol
p.a. e agite com cuidade. Adicione 30 ml
de éter etilico e agite o frasco vigorosamen-
te. Adicione 50 mml. de éter de petr(ﬁeo p.a.
{p.e, 30 a 60°C) e agite o frasco de nove,
vigorosamente. Centrifugue a 1500 rpm du-
rante 10 minuios. Com o auxilic de uma pi-
peta de 50 ml munida de pera de borracha,
transfira a camada superior (contendo dis-
solvidos gordura ¢ pesticidas) para wm funil
de separagio de 1 litro contendo 500 a 600

i4

mi de dgua. Adiciene ao residuo remanes-
vente no frasco da centrifuga, 50 ml de uma
mistura de €ler de petrdleo e éer etilico
{1+1), aglte, centrifugue ¢ transfira a ca-
mada superior para o mesmo funil de sepa-
racio, Hepita mais wma vez esta Glima ex-
tragho. Agite cuidadosamerle para mistu-
rar as 2 fases, evitando a formagio de emul-
sAo permanente; deixe em repouso até a
separacio das camadas e despreze a camada
inferior aquosa. Lave o extrato etéreo com
2 porches de 100 ml de agna. Passe o ex-
trato etéreo através de 1 coluna de sulfato
de sodie anidro, granulado {aproximadamen-
te 5 cm de altura por 2 an de difimetro)
para retirar a umidade e receba em um
bequer de 400 ml.  lave a colana vanas
vézes, com pequenas porgbes de éter de pe-
trfleo. Evapore o extrate etéreo da seguin-
te maneira: Cologque o bégquer em uwm ba-
nho de dgua a 50°C (nfo ultrapasse essa tem-
peratma) e evapore o éter sob uma corrente
de nitrogénic om ar séco. (Tanto o ar como
o nitrogénio devem passar, préviamenie, por
ume pequena coluna de sulfato de sddio ani-
dro ou silica gel. Tdda a evaporagio deve
sor efetuada em capela com boa tiragem).
Neste ponto, a andlise pode ser interrompi.
da por téda a noite; guarde o beguer cober-
to com uma fdlhe de aluminio,

b)  Separacio dos pesiicidas da gordura por
particio em acetoniirila-éter de petrdlec.

Dissolva a gordura acima obtida com pe-
quenas porgdes de éter de petréles (redesti-
lado, com p.e, 30-60°C} e transfira para um
funil de separagdo de 125 ml com rélha de
ieflon. Lave o bequer com éer de petrdiec
{o volume total da solugio etérea devera
ser aproximadamente de 25 ml). Cologue no
funil 25 ml de acetonitrila saturada com éter
de petréleo. Agite bem o funil; deixe as fa-
ses separarem ¢ transfira a camada inferior
de acetonitrila para uwm funil de separaciio.
de um litro contendo 500 2 600 ml de agua.
Repita a exiragio mais 5 vézes, usando de
cada vez 25 ml de dcetonitrila saturada com
éter de petréleo, Adicione, entdo, 100 mi de
éter de petrolee aos extratos reunidos no funil
de 1 000 ml e agite, cuidadosamente, a fim de
evitar formacio de emuls@o. Depols da se-
paracio das 2 fases, a camada inferior aguo-
sa ¢ retirads. Lave a camada etérea com mais
2 porgbes de 100 ml de dgua. Passe a cama-
da de éter de petréleo por uma coluna de
sulfato de sédio anidro, come no processe.
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anterior de extracio, lave a coluna com 3
porches de 10 mi de éter de petréleo e recolha
em wm bequer de 400 ml. Evapore o éter,
observando o0s mesmos cuidados do processo
anterior, até reduzir o volume a 5 ml

¢} Purificagic (Clean-up) em coluna de

Florisil
Preparo do Florisil e dos solventes

Florisil — Ativaco: Florisi, adquiride ja
ativado a 650°C, deve ser distribuido em fras.
£08 menores com tampa de rfsca e conservado
ao zbrigo da Iuz. Antes de usar. deve ser no-
vamente ativade aguecendon a 130°C, durante
5 horas, no minimo. Deve ser conservade a
130°C em frascos de vidro, fechados, ou en-
tho pode ser conservado em dessecador, no
esCuro, a temperatura ambiente. mas é neces-
sdrio reaguecé-lo a 130°C, cada 2 dias.

Caso o Horisil nfo tenha sido tratade pré-
viamente, cologque-o em uma cépsula de por-
celana e agueca em mufla 2 650°C durante
2 horas. (A muila deve ser ligada, no mini-
mo 2 horas antes. para que a temperatura
seja adecuadamente elevada).  Coloque a
cipsula de porcelana no funde da mufla.
Depois de 2 horas de ativacio, transfira a
capsula para uma egtufa a 130°C, até que =
capsula aleance a temperatura da estufa {cér-
ca de 30 minutos), O florisil é entfo trans-
ferido vpara frascos de vidros e conservado
como descrito acima,

Eter etilico — Transfira um volume ade-
guade de éter elflico, isento de perdxides,
para wm funil de separagio e lave 2 vézes
com uma guantidade de dgua igual & me-
tade do volume do éler. Adicione ao éter
lavado 100 ml de uma solucdo saturada de
cloreto de sédic; agite e retire a camada
aquosa de solugdo de NaCl.  Transfira o
éter para um frasco com ralha csmerithada,
contendo uym grande excesso de sulfate de
sGdio anidro.  Agite vigorosamente o frasco
durante 15 a 30 minutos para remover thda
a agua.

Separe para cada anilise aproximadamen-
te B ml do éter etilico acima preparado e
adicione Aleool etilico a 95% em quantida-
de necessaria para obter uma soluco Al
cool-éter contendo 297 de dlcool v/v. :

Eter u 6%

Dilua 12 ml da solugio éter-dlcool a 29
com éter de petréleo redestilado até o volu
me de 200 ml; adicione de 2 2 5 g de
Na,80, anidro e agite bem.

Eter « 15%

Diua 30 ml da solugho éter-alcool a 29
com éter de petrdlec redestilado até o volu-
me de 200 mi; adicione de 2 a 5 g de Na S0,

anidro ¢ agite bem.

Prepare uma coluna com florisil usan-
do nma colune cromatogrifice de vidro
de 25 mm de difmetro interno e 30 cm de
altura, com rotha de teflon e placa filirante,
de porosidade média. Adicione o floristl aos
poucos, batendo de leve na coluna para ha-
ver sedimenlacie uniforme, até a coluna al-
cancar 10 cro de altura. Sébre o florisil, adi-
cione sulfato de sodio anidroe, granulade (néo
use em pO} até wma altura de 2,5 em. Passe
pela coluna 40 ml de éter de petréleo e co-
logque sob a coluna um frasco Erlenmeyer
de 500 ml. Assim gue o menisco superior al-
cangar a superflicie do sulfato de sédio, trans-
fira para a coluna os 3 ml de éter de pe-
tréleo contendo os pesticidas obtidos no pro-
cesso anterior. A solugio deve percolar atra-
vés da coluna na velocidade de 5 ml por mi-
nuto. Lave o bequer ecom 2 porgdes de 5 ml
de éter de petroleo. Lave, também, as pa-
redes da coluna com peguenas porgbes de &er
de petrdleo. Quando o menisco supevier al-
cangar a superficie do sulfate de sédio, co-
mece a passar pela coluna 200 mi do éter
a 6% na mesma velocidade de 5 ml/min.
Quando as (ltimas porgdes do selvente al-
cancarem a superficie de sulfslo de sédio,
trogue o frasco Lrlenmeyer por outro e co-
mece a passar pela coluna 200 ml de éler
a 15%;. Na fracie A (&ter a 6%) sfe elui-
dos 0s seguintes pesiicidas clorados: aldrin,
BHC, clorbenside, elordana, DDE, DDT, hep-
taclor, heptaclor epéxide, keltana, lindana,
metoxiclor, pertana, strobana, TDE e toxa-
feno., Na fracio B (éter a 1504) sfo chil-
dos: dieldsin, endrin e endosulfan 1,

dy  Prepare da solucdo para ser injetada no
eromatdgrafo

Transfire os 200 ml de &er a 6%, clul-
dos através da coluna, para sm frasco de
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evaporacdo Kuderna-Danish. Lave o frasco
Erlenmever com 5 ml de éter a 6%. Adapte
a coluna e coloque o conjunto em um banhe
de vapor, de maneira que, no minime, o tergo
inferior do frasco de ebulicho figue mergu-
thado no vapor. (A evaporagio deve ser fei-
ta em capela}. Deixe evaporar até reduzir
o volume a alguns ml. (N&o evapore até a
secagem}. Retire o tubo recepior do apare-
fhe Kuderna-Danish e complete a evapo-
raciio até a secagem sob uma leve corrente
de nitrogénio ou ar sco. Pare a evaporagio
assim que desaparccer a (ltima gdia do sol-
venle (caso contririo haverd perda de pesti-
cidas) e dissolva o residue, imediatamente,
em 5 mi de benzeno p.a., redestilado,

Evapore a fracio de éter a 15%, de ma-
neira idéntica.

e} Cromadografia

Fstas solucBes foram injetadas em um cro-
matografo a gis da marca Varian, modelo

2.100, com detector de captura de elétrons.
Foi uiilizeda uma coluna de vidro de 6 pés
de comprimente e 1/4 de polegada de dia-
metro inferno com fase estaciondria consti-
tuida por uma mistura de 2,06 de QF.1 e
2,5% de DC-200 em Aeropak. As condigbes
de operagio foram as segulntes: temperatu-
ra da colupa, 170°C; temperatura do inje-
tor, 200°C; temperatura do detetor, 200°C;
ghs de arraste, nitrogénio tipe U; fluxo, 30
ml/seg; sensibilidade, 4 X 107°

Os pesticidas foram identificados por com-
paraciio dos tempos de retencdo obtidos com
os tempos de retengdo de padrDes injetadoes
¢, ainda, pela adicAo do pesticida esperado
ds amostras. Os pesticidas foram dosados
com o guxilio de uma curva preparada com
pesticidas padries.

RESULTADOS X DISCUSBAOQ

Os resultados obtidos estfio reunidos nos
gquadros I ¢ 1 e nas figuras 1 e 2.

QUADROC I

Teor de inseticidas clerados em leite consumido na cidaede de Bdo Pawlo, 1510

Amostra « BHC A + v BHC § BHC BHC totial Composto néo
ne {phm) {ppm} {ppm} {ppm} identificade
i -
1 0,044 0007 tr *® 0,051 o
2 0,035 {1,006 tr 0,041, e
3 0,007 0,028 0,004 0,039 a s
4 0,039 0,005 tr 0,044
3 046 3,006 ir oesz
2] 0,039 0,008 ir 0,647 —
7 0,007 0,013 0,001 0,021 —
8 0,003 0,019 0,005 0,027 e
9 0,602 0,021 0,004 0,027
i 4,001 G021 0,004 3,026 : e
11 0,047 0,608 et 0,055 e
12 0,604 6,018 3,001 0,023 v
i3 0,002 ¢,011 0,004 0,017 —
14 0,028 0,008 £,001 0,035 _—
13 0,506 0,006 0,601 0,013 &
16 0,066 0,001 —_ 0,067 —
17 2,025 0,004 e 03,029 o
& o TTacos
X g - Composto cOm tempe de retencdo de 31 mim., na fracio A,
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QUADRO II

Teor * de inseticidas clorados em queilo tipo “parmezdo”, produzido
no Kstado de Minas Gerals, 1970

Armnostra \ « BHC A+ v BHC § BHC BHC total
no : (ppm) (ppm} \ (ppm) (ppm}
1 (4,430 1,350 G200 1,986
2 0,115 0,145 ir ## (1,260
3 0,960 0,205 0,500 1,755
4 1,300 0,395 0,630 2,345

¢ ealculado na gordura do gueijo.
## fp = {racos,

¥m todas as amostras anabisadas foram
enconirados os isdmeros de BHC.

O BHC empregado come nseticida & cons-
tituido por uma mistura de isdmeros em pro-
porgio variavel, porém todos os produtos sio
padronizades de modo a conter 12 a 309
do gama isbmero (lindana) que é o Unico
isfmero ative com propriedades inseticidas,
A partir déste BHC téenice & gue sfio pre-
paradas as formulagfes e diluigbes.

A coluna utilizada no cromatégrafo a gis
nao permitiu a separacio dos isomeros beta
e pama, porgue éstes Isfmeros apresentam
os mesmos tempos de retengho.

Comparando os teores encontrades para os
diferentes isémeros de BHC, observamos que
o delta-BHC sempre aparecen em peguenas
quantidades, variando de tragos ou nfo apa-
recimento a 0,005 ppm,

Ao conirario, o isémero alfa-BHC {oi en-
contrade em niveis bem maiores, variando
de 0,001 a 0,046 ppm, sendo que em 8 amos
tras o teor encontrado fol acima de 0,025
ppnL.

Lindana, ou melhor, a soma dos iséme-
ros beta e gama variou de (0,001 a 0,028 ppm.

Ouanto ao BHC total, isto é a soma das
guantidades encontradas para cada isdmero,
o teor variou de 0,007 a 0,055 ppm, sendo
que as amostras de lelte de marca x, corres-
pondente &s 6 primeiras amostras do gqua-
dro 1, apresentaram um teor mais elevado
de BHC em relagio s oufras 3 marcas de
leite analisadas.

Nas amostras n.°* 3 ¢ 15 apareceu na fra-
gio A {(&er a 6%) um pice com o tempo
de retengio de 31 minutos, que nfo fol pos.

sivel identifiear por nio corresponder a ne-
nhum dos seguintes padries disponiveis:
a-clordana, y-clordana, heptaclor, heptaclor
epixido, aldrin, DDT.

Na fracio B (éter a 15%;) de 2 amos.
tras fol encontrado wm pico ample, com um
tempo de retencae de 30 minutos. Devido a
magnitude do pico, essas fracles foram eva-
poradas e os residuos foram identificades por
espectrofotometria no infra-vermelho, como
seiido Lipidios. Tal ocorréncia pode acontecer
quando ha transferéncia de alguma porgio
de gordura por ccasifio da extragio dos pes-
ticidas.

As 4 ameostras de queijo tipo “parmezéio”
revelaram a presenga dos isbmeros alfa, be-
ta + gama e delta-BHC; nfo foram encon-
trados outros pesticidas. Kssas amostras de
queijo foram analisadas em marge de 1970
¢ correspondem, portante, a gueijos prepa-
rados com leite produzide alguns meses an-
tes; é de interdsse, por isso, salientar que a
presenga de BHC em leite estd sendo cons
tante ¢ vem de longa data.

Ruzicks e alii *, na (rd-Bretanha, des-
guisaram residuos de pesticidas organoclo-
rados em diversos alimenios e, em 18 amos-
tras de lefte. acharam os segnintes teores de
BHC: alfa-BHC, de 0,0009 'a 0,0068 ppm;
beta-BHC, de 06,0005 a 0,0035 ppm ¢ ga-
ma-BHC, de 00007 a 00024 ppm, valores

8stes bem menores do que os teores por nds

encontrados.

Duceax® realizou, nos Estades Unides, um
levantamento de residuos de pesticidas clo-
rados em leite, nos anos de 1964, 1965 e
1966 e encontrou uma media de 0,007 ppm
para BHC total e de 0.004 ppm para lindana.
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Estes teores encontrados sfio significativamen.
te menotes gue os valores por nds referidos.

Kawar et olii®, no Libano, aplicaram BHC
em vacas leiteiras para contréle de ectopara-
sitas e, 3 semanas apés a pulverizagio,

encontraram: de 0,006 2 0,016 ppm de BHC

RSETEAL W 0.9.8.

total no leite désses animais. s valores mi-
nimos por nos obtidos sdo compardvels ao
minimo citado; entretanto, os valores maxi-
mos por nds enconirados sfo ecfrea de 35
vézes malores do que os referidos por Kawar
et alii.

Dickes & NiceoLas®, em 1968 pesquisa-
ram, na Inglaterra, difercaies pesticidas em
varios alimentos e, emy 17 amostras de leite,
néo encontraram residuos de gama-BHC {lin-
dana}; nio fazem mengdo aos oulros isdme-

ros do BHC.

A B
Fig, 1 -~ Cromatogramas de pesticidas clorados presentes em leite (S&o Paulo - 1870).
A — Amostra com alto teor de alfa-BHC.
B~ Amostra com &alto teor de beta+gama-BHC, apresentando também um pice

néc identificado,
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Fig. 2 — Cromatograma de mistura de aiguns pesticidas padroes.

CONCLUSACO

Os teores maximos de BHC por nés obh-
dos sfio bem mais elevados do gue os refe-
ridos na Hteratura se nosso aleance; isto in-
dica um grav de contaminaciio do produto
hem mator do que nas regibes citadas.

A legislacdo brasileira especifica para to-
lerincia de residuos de pesticidas em alimen-
tos * nfo permite residuos de BHO em leite
¢ oseus derivados.

Entretanto, queremeos lembrar que a Co-
missho de Pesticidas da FAQ/

Hesiduns de

OMS*® aprovou, em 1968, tolerancias de
0.004 ppm de lindana para o leite ¢ 0,1 ppm
para derivados do leite, caleulado, peste 4l
time case, no conteddo de gordura, A refe-
rida Comissiio ndo propas nenhuma tolerdn-
cia para os demals isémeros do BHC, em
virtude da grande variabilidade dos estéreo-
isGmeros na composicio do produto téenico,

-ndo sendo portante possivel a delerminaciio

de wma dose didria aceitdvel para homem.

Face aos resultados encontrados, todo o
leite consumide em Sio Paule, quanto a re-
siduos de BHC, estd contaminado ¢ em de-
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sacbrdo com a legislagio vigente'. O pro-
blema, agora, embora perfenga & Safide Ph-
blica nio é de resolugho faci nem imediata,
pois seria impraticvel ¢ impossivel uma con-
denagfio em massa do leite exposto & venda,
Necessariamente, questio de tal gravidade e
impertincia tem que ser enfrentada e resol-
vida com o eatresamenio entre Grganismos da
Saide ¢ da Agricultura, no sentido de uma
tiscalizagio enérgica para a aplicaciio cor-
reta dos pesticidas na lavoura, a fim de ser
evitada a contamminacio de pastagens, forra-
gens e graos destinados 4 alimentaciio do ga-
do, como também de um contréle severo
guanto & pulverizaciio e aplicacBes tdpicas
com BHC em vacas leiteiras.

RESUMO

Com a finalidade de avaliar o grau de con-
taminacie do leite consumido na cidade de
S&o Panlo, guanto a residuos de pesticidas
organoclorades, foram analisadas amostras de
leite de diversas marcas.

Os pesticidas foram extraidos da gordura
do leite de acdrdo com a téenica de Mills e
depols identificados e dosados por cromato-
grafia em fase gasosa, em aparélho com de-
tector de capturs de eletrons.

Em t6das as amostras analizsadas foram
encontrades lindana e demais isémeros do
BHC. O teor total de BHC variou de 0,007
a 0,055 ppm e os diferentes isdmeros: alfa-
BHC, de 0,001 a 0,047 ppm; beta mais gama-
BHC, de 0.001 a 0,028 ppm; delta-BHC, de
0,000 a 0,005 ppm.

Foram também analisadas 4 amostras de
queijo com os resultados: alfa-BHC, de 0,115
a 1,300 ppm; heta + gama-BHC, de 0,145
a 1,350 ppm; delta-BHC, de tragos a 6,650
ppm, teores caleulados na gordura.

Em decorréncia dos resultados ohiidos,
destaca-se a wurgéncia de um entrosamento
entre os servicos de Satde Pablica e da
Agricultura, no seplido de pma aplicacho
adequada e correta de pesticidas a fim de
se evitar contaminaglo ndo intencional de
alimentos tals come carne, leite e derivados
do leite.
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