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1.  INTRODUGAD



£ um alimento altamente energético que pode ser ar
mazenado quase gue indefinidamente {(CRANE, 1985). E uma substég
cia agucarada obtida a partir do néctar das flores ou das secre
g5es provenientes de partes vivas das plantas ou gue sobre elas

se encontram {PAIXAO, s.d.), que as abelhas - Apis mellifera -

se encarregam de transportar para a colmeila onde a transformam

‘em mel {CRANE, 1985),

Cerca de 80.000 toneladas de mel sao anualmente
produzridas no mundo, el; maior parte deste, vendido no mercado
mundial para fins de uso doméstico, geralmente espalhado no Dao
ou algo similar. Esta grande quantidade de mel é ingerida no
seu estado natural, nao cozide ou misturado com outre produto.
Naoc ha muitos alimentos deos guais se possa dizer o mesmo.

Para bebées, criancas, velhos e invalidos, o mel é
uma Tonte de carboidratos prontamente aceitavel e facilmente di
gerivel. Possui muitos nutrientes valiosos {acidos, diéstase5
substancias aromaticas, enzimas, vitaminas, dextrinas, minerals,
proteinas), em guantidades multo peguenas, agﬁcares em divarsas
soncentracoes (frutose: 38,19%; glicouse: 31,18%; sacarose: 1,31%;
maltose: 7,31%; agﬁcares superiores: 1,50%) e relativa quantida-
de Agua (17,20%) (CRANE, 1385),

Exerceos seguintes efeitos sobre o organismo humano:

emoliente, refrescante, laxativo (RIBEIRC, 19%2), imunologilco,



£y}

analgésico, antibacterianc, expectorante, anti-inflamatorio, re
generativo, energético (CRANE, 1985), calmante {mel proveniente

flores de laranjeiras e de tilia). As variagdes, portanto, de
pendem das flores, regioes, solos e condigoes metereolégicas
(PAIXAO, s.d.).

Hoje, © mel deixou de ser "manjar dos Deuses" e
passou a ser um alimento procurado e colocado aoc alcance de uma
oa parte da populagéo, devide o seu consumo ser incentivado pe
la SECRETARIA DA AGRICULTURA - Projefo Apicultura.

Sendo a matéria prima para & elaboragao do mel, pe
la abelha, obtida de dgferentes plantas (CRANE, 198%5; VIANA, s,
d.) esta o mesmo exposto a contaminagao indireta por agrotéxi-
cas, indispenséveis para a melhoria da producao alimenticia,

Calcula-se que,.sem 0 uso de defensivos agricolas,
s alimentacac universal reduzir-se-ia em 50% (CALABRESE & ASTOL
FI, 1972), visto que o espectro da fome constitui um serio pPro-

hlema para a humanidade.

1.2, ¢ ESPECTRO DA FOME

Considerando alguns informes fornecidos pela Orga-
nizacio das Nagbes Unidas para Alimentagao e Agricultura (FAO),
tem-se, entao, qual é, no munde de hoje, o grau de vigéncia do
direito a alimentacgao:

- Fm 1982, no Dia Mundial da Alimentagéo (16 de outubro}, foram

apresentados os seguintes dados: a) 109 milhoes de pobres consg

de



mem 4 vezes menos do que 16 milhoes de ricos, & 460 milhoes de
pessoas - indice que esta sempre aumentando - sofrem de desnutri
¢20; b) no ano de 1985 morreram mais de 40.000 criancas por dia,
de desnutrigac e de infecgoes, Para cada crianga mdrta, sels con
tinuam vivendo em condigoes precarias gue marcario para sempre
suas vidas (CROCE, 1986},

"Em Mogambique ¢ Angola, morrem de fome 500 criancas
por dia; em Gana, o percentual de desnutricac infantil dobrou &n
tre 1880 & 1983. No Zaire, nos (ltimos tempos, constatou-se um
abaixamento de pesos dos recém-nascidos e um abaixamento da esta
tura dos habiltantes (BRETO, 1987).

Nestes paises, de cada 100 criancas nascidas, 1b mor
rem antes dos 5 anos e milhoes daguelas gque sobrevivem tem o de~
senvolvimento fisico ou psiquico incompleto, E a situagéo em al-
gumas regioces da América Latina nao € muito diferente (BRITO,1987),
pois, milhares de pessoas morren de fome toda vez gue o Estados
Unidos aumenta as taxas de jurcos em relacaoc & divida externa (UR
BANQ JR., 1286).

No Brasil, atualmente, a fome mata selte criancas em
cada cinco minutos, estimando-se em trinta e seis milhoes o nﬁmg
ro de menores marginalizados (CURI, 1987).

CASTRO em seu livro "GEQGRAFIA DA FOME", diz: "Esta
provado, de maneira rigorosamente cientifica, gue cerca de dois
tergos da humanidade vivem em estado de fome permanente; ¢ que

constitui uma forma de viclencia silenciada contira o8 direi-



tos humanos {(artigo 25 e 28 - DECLARACAO UNIVERSAL DOS DIREITOS
HUMANOS), contra a vida. Portanto, a nivel politico, o critério
a seguir e defender a vida e o nivel de vida da maioria dos po-
vos que se encontram em situagaoc de precariedade. Para isto, ©

homem necessita prover alimento a uma popula@éo crescente (BU-

REAU, 18976), o gue requer o uso de substancias quimicas visando
produzir e galvaguardar as fontes alimenticias.

Sendo o mesmo, © malor predador, a malor forga vi-
va capaz de alterar ¢ seu anico habitat, compete com outras es-
pécies animais, dos guais 70% sac insetos (cerca de 850,000},
na busca de alimentos {EIANNOTTI & cols,., 1972; MARICONI, 1977,
LEITE, 1985}, desta forma, ¢ homem com o objetivo de conseguir
gsafras proporcionals as necessidades minimas ao seu crescimento
demogréfico e, em diminuir as perdas alimenticias - até 87% da
producgac {GONGCALVES & cols,, 1984) -~ ocasionadas pelos animais,
por doencgas de plantas e ervas daninhas, emprega um vasto arse-
nal de substancias quimicas (HAMBLIN, 1973; REIS, 1979).

Em vista disso, torna-—-se desnecessario enfatizar o
papel que representa o uso adequado dos Xenobioticos, denomina-
dos Agrotéxicos,befensivos &gricolas, Pesticidas ou Praguicidas

em nossos dias,

[l

-



2. GENERALIDADES



2.1, FRAGUICIDAS

Por praguicidas saoc definidos segundo o "Federal
Environmental Pesticide Control Act” como incluindo: ...... (1)
qualquer substancia ou mistura de substancias usadas com a fina-
tidade de prevenir, destrulir, repelir ou reduzir qualguer praga
{insetos, roedores, nematéides, funges, ervas daninhas, outras
formas de plantas ou animais aquéticos ou terrestres ou virus,
bactérias e outros microrganismos, exceto agueles presentes no
homem ou animals que possam ser consgiderados pragas, (2) qual-
guer substancia ou mistura de substincias usadas com a finalida-
de de regular o crescimento, desfolhar ou dessecar plantas....
[{HAYES, 1975).

Existem cerca de 1.000 principios ativos {(ALMEIDA,
1976) registrados em diferentes paises e usados em toda extensaoc
ac redor do mundo. Desses, 250 sac comumente empregados na agri
cultura, incluindo-se 100 para formulagéo de inseticidas, 50 pa-
ra herbicidas, 20 para nematicidas & 30 para outros fing (MAB,
19807 .

Esses compostos tiveram grande desenvolvimente con-
tinue e intenso, com aplicacaoc a agricultura, a peouéria; a ve-
terinaria (MELLO, 1976), ao armazenamento e transporte dos ali-
mentos.,

Entretanto, apés o uso desses defensivos agricolas
fregiientemente permanecem nas plantas e no aclo, residuos gue
iras contaminar os alimentos, a égua, 05 produtos alimenticios
de origem animal e vegetal, acarretando varios prolemas de or-

dem toxicolbgica, que serac maiores ou menores de acordo com:



"a guantidade aplicada, & formulacao, o méetodo, o tempo de apli-
cacac e particularmente a intensidade do uso do praguicida”
(MAB, 1980), resultando , infortunadamente, prejuizo ou desegui-
i1ibrio do eco-sistema , pela contaminagaoc do ambiente,

£ este um dos paradoxos de nossa civilizagao moderna: a utiliza
¢ao de Xenobidticos para a produgao de substancias alimenticias
{YOKOMIZO & EARVALHO, 1985). Devido a alta toxiclidade de muitos
desses defensivos e considerando que nac existem substancias
inocuas e sim maneiras seguras de as utilizar (CASARETT &
DoULL, 1975) , faz-se necessaria a aplicagao adequada dos mes-
mes e ¢ controle de seus residuos nos alimentos consumidos pela
populagéo , visando proteger a sande dos consumidores, avaliar
as tipos de residuos que estao sendo.ingeridos e gual a sua guan
tidade (YOKOMIZO & CARVALHO, 1985; 30ARES, 1981).

Tem-se por residuc de praguicida " o remanescente de
gualguer produto quimico utilizado para o combate das pragas
agricolas gue fique contaminando os alimentos, estendendo-se
esta expresséo tanto para o3 compostos como para o5 S8us deri-
vados ¥ (AKAMINE , 1977). "Os residuos sac expressos em ppm
{uma parte do toxico para um milhao de partes de alimentos), em

outras palavras, a guantidade de mg do toxico para cada quilo do

alimentoe (BASTOS, 19827,

A ORGANIZACAQ DAS NACOES UNIDAS PARA ALIMENTAGAC E

ACRICULTURA (1877) traebalha conjuntamente com & Organizagac Mun-



dial da Saide (OMS), integradas pela ONU, na avaliagao de dados
toxicolégices e dos possiveis riscos para o homem (carcinogénese,
mutagénese e teratogénese) (ALMEIDA, 1976), estabelecendo a Inges
tao Diaria Admissivel (IDA).

U problema atinge o Brasil, cujo governo, atraves
do Departamento Nacional de Saﬁde, Comissao Permanente de Aditi-
vos para Alimentos, determinou o limite maximo de tolerancia para
praguicidas em alimentos, por lei federal em 1967 (BRARIL, 1987),
e introduziu modificagoes posteriores objetivande melhorar ou com
plementar este dispositivo legal (BRASIL, 1977). outras exigenci
as foram estabelecidas (portaria de n%37 - Servigo de Fiscaliza-
¢do de Medicina e Saide - (AEROSOIS, 1976) e de n? 220 - Ministe
rio da Saude), visando proteger o consumidor (RECEITA, 1879).

- Os praguicidas constituem risco para o homem, prin-
cipalmente quando nac sao observadas as regras de seguranga para
sua aplicacao e/ou o use incorreto dos mesmos, assim como a nao
pbzervancia do tempo de caréncia (GIANNOTTI & cols., 1972: AZEVE
DO, 19739). Estes fatores poderac redundar em fracasso no cantro-
le da praga, malor possibilidade de desenvolvimento de resisten-
cia, contaminagao do ambiente e presenga de altos niveis de resi
duos nos alimentos, ﬁ, portanto, conveniente avaliar os efeitos,
a longo prazo, dessas substancias quimicas (e de seus residuos)
sobre ¢ eco-sistema (AZEVEDO, 1979).

Segundo GEARY (1987}, ainda SeTa0 necessérios, por
algum tempo, o controle de pragas pelo metodo quimicc, Jque asso-

ciado a outras medidas teécnicas e legislativas (HAMBLIN, 1973;



ALMEIDA, 1976; COMEGOU, 1976; GIANNOTTI & cols., 1972; SUAREZ,
1876; MORAES, 1985}, alcangaré maior vitdria sobre as pragas e

menor contaminacao ambiental.

2.1.1. Inseticidas

. 0z defensivos quimicos recebem diferentes denomina-
coes (MARICONI, 1877) segundc o uso a que se destinam.

Dentre essas substancias destacam-se, em importéncia,
agquelas utilizadas para o controle de insetos e suas larvas, ou
seja, 08 inseticidas.

Bob o ponto de vista quimico, os mesmos podem ser
divididos em dois grandes grupos: (1) inorganicos, (2) organicos.

No primeiro caso estao agrupados 0s compostos de ar
génio, talio e fluor, nao muito representativos, em virtude de
sel emprego jé bastante restrito.

Ho segundo caso, dols sub-grupos podem ser conside~
rados: (1) dos inseticidas de origem natural: piretrinas, roteng
na e a nicotina; (2) & o dos organo-sintéticos, gque de acordo com
as suas caracteristicas quimicas e toxicologicas podem ser (MIDIO,
1974}

- inseticidas organoclorados {60%)
-~ inseticidas organcfosforados (32%)
- inseticidas nitrogenados (5%)
As propriedades fundamentals exigldas dessses compoes

tos B&0:
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- eficacia na agac inseticida
- auséncia de toxicidade
~ obtencac facil e econdmica
- manipulacgao pratica e sem risco
De maneira geral, os inseticidas nao apresentam es-
ses requisitos reunidos, mas em fungéo da ppépria estrutura qui«
mica, agem dé forma extremamente especifica {LEITE, 1980).
Destes, os organoclorados sao os de maior poder re-
sidual, devido, em grande parte, a estabilidade de suas molécu-
las. Sao persistentes (PUGA, 1980), francamente biodegradaveis,
se decompaem em meic alcalino, permanecendo no solo, nas plantas,
0u nas superficies onde sao aplicados, durante varios anos. Sao
neurotéxicos, lipossolﬁveis, com poder acumulative para o tecido
adiposo deos homens e animais (MIDIO, 1971; MARICONI, 1977; LARI-
NT, 1979; AZEVEDQ, 1$79; SOARES, 1981; LEITE, 1985). Acarretam
alterag&o de equilibrio ecolégico, motivo pelo gual o Ministro
do Estado da Agricultura preoibiu o uso de produtos agrotéxicos
organoclorados, destinados a agropecuaria, em todo o territoric

nacional (BRASIL, 14985},

2.1.1.1. Inseticldas Organcfosforados

Sac substancias estruturalmente derivadas do aci
do fosforico ou de seus homologos (acido tiofosforico, aci
do ditiofosforico) e do acido foafonico e seus homologoes,

podendo-se dizer que sa0 esteres do acide fosforico.
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A Tabela I permite visualizar as propriedades fi
sic0wquimicas de alguns inseticidas organofosforados, gue
sac de fundamental impartémcia ne gque diz respelito a velo
cidade de degradagéo desses compostos no ambiente e nas
formulagaes, assim comon também, de sua malor ou menor ati
vidade no organismoc.

Sac compostos que apresentam uma pequena "margen
de alarme"” (RODRIGUES, 1957) e cuja dose necessaria para
produzir uma intoxicagao grave e atingida sem nenhum si~
nal ou sintoma, quando da absorgac pela pele e via pulmo-
nar (LARINI, 1979).

A toxicidade de um inseticida pode ser gxpressza
em funcio de sua DL 50 e é alterada segundo as condigoes
de exposigéo: espécie animal, via de admistragéo, idade,

sexo, astado de nutricac, temperatura, tempo de experimen
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TABELA I -~ Propriedades fisico-quimicas dos inseticidas orga-

nofosforados e carbaril
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to e tambem, conforme a natureza guimica do composto (MEL
LO, 1976; PUGA & cols., 1978).

A Tabela II expressa a maneira como a toxicida-
de pode se classificar, segundo HODGE & STERNER, (1949),

Esses compostos tem sido responséveis por muitas
intoxicagtes agudas graves e letais (AZEVEDO, 1979), ocor
rend; mesmoe em curtas exposigaes.

PRADO & cols. (1974) relatam que os organofosfo-
rados constituem uma das principais causas da intoxicagao
humana, sendo estas raramente criminals, ocasionalmente
suicidas e mais freqgilentemente acidentails.

No Brasil existem alguns registros de intoxica-
gaes desde 1950 até nossos &ias {ALMEIDA, 1958;1960;1863;1987;
3971;RQGHA,1972;PRADO & cols., 1973: ALMEIDA, 1976; ITAL,
1985; ZAMBRONE, 1986), apesar de nao haver dados estatis-
ticos regulares sobre estas ocorréncias, sabe-s& qQue sur-
tos graves sao relativamente freglientes. O quadro se agra
va pela disténcié dos locais de aplicagao do produto quiu
mico ate as cidades onde existam hospitais com estrutura
auficiente para efetuar o diagnéstico e o tratamento {AL-
MEIDA, 1976).

A atividade inseticida dos organofesforados se
deve ao fato de serem anticolinesterésicos, isto é, inter
ferem no sistema de transmissao neural realizado atraves
da acetilecolina (ACH). A acetileolinesterase catalisa a

hidrolise desse mediador, regenerando a colina e o acido
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acetico,

A agao toxica é exercida alterando este processo
bioguimico de hidrdlise, isto &, inibindo & atividade da
acetilcolinesterase (ACHE) (LARINI, 1879).

“"As enzimas ACHE ocorrem tante nos eritrécitos
como ne plasma sangﬁineo ¢ podem ser distinguidas pela es
pecificidade de seus substratos. A colinesterase dos glo-
bulos vermelhos, tambem chamada verdadeira ou especifica,
hidroliza a acetilmetilcolina mais rapidamente do que a
plasmética {pseudocolinesterase); o inverso & verdadeiro
para o substrato butirilcolina.

A acetilcolinesterase tem dois centros ativos:
wm "anionico", provavelmente grupo carboxilico (- COOH)
de um aminoacido dicarboxilico que se liga a parte catio-
nica do substrato por forcas de Coulomb; outro Yesterasi-
cot contendo ¢ grupo alcool primario (- OH, 0H) do amino-
acido serina, além de outros grupos ativadores acidos e
basicos" (MORAES,1878).

A agaoc dos organofosforados e a de interagir com
o sitio esterasico dessas colinesterases, formando um com
plexo, pela elimiuagéo de uma carga positiva do grupo ati
vo da enzima, Tosforilando a mesma (Fig. I). Essa reagao
& irreversivel e as condigGes da enzima s0 serac restabe-
lecidas com o emprego de um reativador especifiﬁa {Clore-
to de pralidoxina -~ 2 - PAMCL, diacetilmonoxima - DAM e

sulfametilato de Nemetil-alfapiridilaldoxima - "Contra-
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FIGURA 1 - Esquema da hidrolise da acetilcolina pela acetilcolines-~
terase e reacoes dos inseticidas anticolinesterasicos car

baril e paraoxon. (CASARETT & DOULL - 1975}



tion® {MIDIO, 1974; LARINI, 1979).

A velocidade de reativacao da ACHE fosforilada
pela pralidoxina varia com a natureza do agrupamento fos-
forila e pode vir a sofrer um processo muito répido de'en
velhecimento", de modo que, em poucos minutos ou horas,
torna-se completamente resistente aos reativadores. & pro
véver“que o "envelhecimento" deva-se a perda de um ETUupo
alguil ou alcoxi, formando um monoalguil ou moncalcoxil-
fosforil - ACHE, que ¢ muito mais estavel (FLEISHER & HAR
RiS, 1965) (Fig. 2).

Fosfonates que enceram grupamentos alcoxitercia-
rios sao mais propenscs ac "envelhecimento" do gue 0s seus
congéneres sscundarios ou primarios (ALDRIDGE, 1976),.

Oz efeitos provenientes de uma infecgéo aguda
sao desencadeados pelo acumulo de acetilcolina no organig
mo & a duragao dos mesmos depende das propriedades do com
posto, da estabilidade da ligagéo ACHE - organcfosforado,
da necessidade de reativacao e, ainda, s6 jé ocorreu "en-
velhecimento" da enzima fosforilada (GOODMAN & GILMAN,
1987).

Desta forma, a determinagao da inibicao colines-
terasica, tanto plasmatica como eritrocitaria (MICHEL,
1949; CARAWAY, 1956; ELLMAN & cols., 1461}, serve de pa-
rametro para evidenciar a exposigéo aps organclfosforados.
Embora possa nao haver sintomas, mesmo com a atividade re

duzida para até 30% (PROFETA, 1983). A atividade da coli-
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FIGURA 2 - Reativac8o da acetilcolinesterase {(ACHE) alquilfos
forilada.
Apbs a alquilfosforilagio da ACHE pelo DEP
{3 esquerda), ocorre uma reativaglo por hidrdlise
espontinea (reacglc superior); perda de um dos re-
sigduos isopropoxi {envelhecimento}; combinag@o com
a pralidoxima (reac¢fo inferior), liberag8o 40 OXi~-

mafosfonato, deixande a enzima regenerada.
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nesterase leva dias, semanas ou meses para chegar ao nor-
mal, ficando o individuo suscetivel a novas exposigoes.,

No caso de exposigao cronica a diversos agentes
organofosferados - em particular os triarilfosfatos, os
alquilorganofosforados que contém fluor - podem produzir,
tardiamente, uma neurcopatia caracterizada por dismielini-
zagad e degeneracac axonica; esses efeitos, aparentemente,
nao sao provocados pela inibigao das colinesterases, mas
sim, pelsa inibigao de uma enzima independente denominada
esterase neurctoxica (GOODMAN & GILMAN, 1987),

0 quadre clinico & o de uma polineurite grave que
se Instala muitos dias apés a exposiqgo a uma dose unica
suficiente do agente neurotoxico ou seu acumulo No organis
mo., Dessa forma, tal efeito nao parece depender da inibi-
cac da ACHE ou de outras colinesterases (GOODMAN & GILMAN,
1987), mas crescem as evidéncias que relacionam as lesoes
com & inibigéo da esterase neurotoxica (ABOU-DONIA, 1981;
JOHNSON, 19882).

Apesar de os inseticidas organofosforados serem
considerados nao persistentes (PUGA, 1980), =les sac en-
contrados em varias partes do ambiente (AZEVEDD, 1979),
em conseqiiéncia do uso inadeguado e indiscriminado dos mes
mos. & disperséo acrea compromete a fertilidade e a estru
tura do solo, Ag serem concentradcos ac longe das cadeias

'biolégicas, Liberam fosfato gue concorre grandemente para

a eutroficagéo das éguas e para ¢ desenvolvimento de flo-
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ra monctona (HAMBLIN, 1973).

0 Brasil, a exemplo de outros paises onde se pes
quisam inseticidas clorados e fosforados em diferentes
amostras (AMBRUS & cols., 1981; KARANTH & cols, 1982; OTT-
GUNTHER, 1983), procura reduzir os niveis de exposicho,
preservar e promover a saude humana através de analises
de residuos em alimentos {BATISTA & cols., 1980; YOKOMIZO
& cols., 1982; NISHIKAWA & cols., 1882; UNGARO & cols.,
1883; MAIA & BRANT, 1983; UNGARO & cols., 1984; LARA &
cols., 1985; LEITE, 1985; PEIXOTO & FRANKLIN, 1988},

Desta forma faz-se necessario intensificar a pro
cura de metodos cada vez mais adequados a pesgulsa destes
inseticidas nas mals diversas amostras, desde material bio
légico (diagnéstico de intoxicaqéo) até em alimentos {com

suspeita de contaminag§o e/ou aoc naturall.

2.2,  ASPECTOS ANALITICOS DA TECNICA DE INIBICAO ENZIMATICA AS-

SOCIADA A CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (IE-CD).

NaQ 540 numeroscs os trabalhos referidos na litera-
tura, ac nosso alcance, sobre a aplicacao de tecnica de rotina
para pesguisa de inseticidas organofosforados nas analises toxi-
cologicas. Com fins de se alcangar tal objetivo LEITE (1980} pa-
dronizou & técnica IE-CD, que fol inicialmente desenveolvida por
COOK (1955) e estudada por diversos pesguisadorss (McKINLEY &
READ, 1962; McKINLEY & JOHAL, 1963; GETZ & FRIEDMAN, 19&3;

MENN & COLS, 1964; BUNYAN, 1964; CROSBY & cols, 1965; ORTLOFF
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& FRANZ, 1965; EL-REFAI & HOPKINS, 1965; MENN & McBAIN, 19366;
WINTERLIN & cols., 1968; MENDOZA & cols., 1969; GRANT & cols.,
1362; SCHUTZMANN, 1970; ERNEST & cols., 1975; NAVARRO & CORNWELL,
1977), por ter a mesma se mostrado pratica para analises de resi
duos de pesticidas inibidores da acetilcolinesterase e/ou seus
metabollitos.

- Alguns estudiosos, utilizando esta tecnica, emprega
ram-na para analise de amostras de vegetals (WALES & cols,, 1968;
MENDOZA & cols., 1968; MENDOZA & cols., 1968; MENDOZA & cols.,
1468 EBERLE & NOVAX, 1989; MATTEON & cols., 1969; CROSSLEY,
19705 SANDRONI, 1971; MENDGZA & SHIELDS, 1971; GARDNER, 1971; MEN
DOZA, 1973; KUMAR & cols., 1976; ERNEST & cols., 1977}, frutas
{McKINLEY & JOHAL, 1963; MENN & cols., 1964; MENDOZA & cols.,
1968; EBERLE & NQVAK, 1969:; ERNEST & SCHURING, 1870; SANDRONI &
SCHLITT, 1971; GARDNER, 1971; ERNEST & cols., 1877}, material
biolégico (HEYDRICKY & cols., 1967; LEITE, 1980) agua (LEONI,
1971); solo (STEWART & cols., 1971) e outros (CASSIDY & cols.,
1069: ACKERMANN & ENGST, 1972; FECHNER & cols., 1872; FECHNER &
cols., 1972).

Outros métodos enzimaticos baseados na inibigac da
acetileolinesterase tem sido estudados (KUMAR & RAMASUNDARI,
1980; BRASKAR & KUMAR, 1981; 1982; BREUER, 1982), sendo porem a
tecnica de 1E-CD aguela que vem atender o minime indispenséve1 ~
conaiderandeo-se a precariedade dos recursoces snaliticos dos labo-
ratorios para controle toxicologico - pols a mesma e adegquada,

simples, especifica e pouco onerosa (MENDOZA, 1872; LEITE, 1980),



com sensibilidade de detecgac a nivel de nanograma (1 x 10"12).

A Tabela III permite visualizar os resultados obti-
dos por LEITE (1980), e a Tabela IV os valores de hRf médios,
obtidos com o solvente hexano-acetona (80:20) v/v, para (8) oi-
to diferentes organcofosforados,

0 principio envolvido na técnica se baseia na capa-
cidade gue pbssuem os organcfosforados & nitrogenados de inibir

a acetilcolinesterase (MENDOZA, 1972;.MENDOZA, 1973).

E + I == EIl

E = enzima
% = substrato
P = produto

I = inseticida

Esgas reagaes se processam sobre camada delgads,
sendo detectados através de indicadores de pH ou de substratos
cremogénicos, gque mudam ou adguirim uma cor, devido aoc produto
acido resultante no desenrolar do processo. Na eventual presenga
de inseticida, a enzima & inibida e o substrato naquela regiéo
nao & hidrolizado.

No caso de reagente Cromogénico semelhante ao indo-
®xil acetato e seus derivados, a localizacac de inseticidas sobre
o cromatograma aparece como pontos brancos (indoxil acetato e 5~

bromoindoxil acetato) sobre um funde intensamente colorido azul:
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TABELA IV - Valores de hRf, obtidos por IE-CD, de oito (8) inseti-

clidas em dois sistemas solventes diferentes.

Sistema Solvente

Inseticida ) hexano-acetona (80:20) hexano-cloroformio {1:1)

T = 20% = 23°%
TP = 45 min TP = 60 min

metil Paration 37 72

dimetoato 4

triciorfon 13 13

fosdrin 10 6

diazinon 63 32

malation 37 35

DDYP 20 _ 21

carbaril 17 ' 17

(LEITE, 1980)

T Temperatura media

i

TF

if

Tempo medio gasto para um desenvolvimento de 15 cm

Adsorvente: Silica gel G



C : T :
6H4NHC COOCH3 + HQO . CSH4NHC COH + CHSCOOH
enzima

r

indoxil acetato indoxol ac. acetico

. : - e H .
2(CBH4NHC COH} + 02 6H4N CoC COCHNH4€6 + 2H20

indoxol (azul indigo) . agua
No caso de indicador de pH, por exemplo, azul de
bromotimol, os sitios inibidos sobre o cromatograma aparecem azul
e o fundo, onde ha descoloragac pelo acido acetico, aparece ama-

relo (LEITE, 1880},
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A vista do gue fol exposto nao se pode negar o impor
tante papel dos praguicidas na agricultura visando um aumento de
produgéo, assim como nao se pode negar o problema da contamina-
cao ambiental e a dos alimentos, ocasionados pelos mesmos.

Considerando-se as vantagens oferecidas pela técnica
de inibicao enzimética, quando associada a de cromatografia em ca
mada delgada, foi despertado o interesse no sentido de utiliza-la
para identificacao de residuocs organcfosforados, em amostras de
alimentos (com suspeita ou nao de contaminagac) e de material bio
logico (controle de intoxicacaoc e/ou enriquecido).

Com o intuito de detectar a possivel presenga destes
inseticidas no amhiente, pela tecnica IE~-CD, jé padronizada por

LEITE {(1880), escolheu-se diferentes amostras:

GRUPO I - Alimento: "Mel®"™ - por ser a materia prima
do mesmo, coletada de plantas.

- nada existe, entre nés,
em relagac a pesquisa de residucs de inse
ticidas em mel, como tambem guanto aos
seus limites de tolerancia.

GRUPO II- Material biolégico: "Sangue'" -~ COMO para-

metro que demonstra a exposigao do homem
a inseticidas nao persistentes, atraves

de cadeia alimentar,



4. MATERIAL E METODO



4.1,  APLICACAD DA TECNICA DE INIBICAO ENZIMATICA/CROMATOGRAFTA

SOBRE CAMADA DELGARA (IE-CD)

4,1.,1.

Material

4.1.1.1.

Padroes

Solugoes padroes de inseticidas organoco-
fosforados.

Preparar solugoes acetonicas a 1% das se

guintes substancias:

~ metil paration 77,3% (v/v)

-~ triclorfon 99,9% (p/v)

- malation 85,0% {(p/v}

- diclorvos 97,0% (p/v) (DDVP)
- diazinon 40,0% {(p/v)

- paration etilico (p/v)

- sumition {p/v)

~ granutox (p/v)

Essas solugoes denominadas como estoque
(1), tiveram uma concentragac de 1Omg/ml
(10 ng/ull.

A partir destas, fazer solugoes interme-
diarias (2), em n-hexano a 100pg/ml
{100ng/ul).

Preparar, ainda, solugoes de uso {3) em



4.1.1.2.

[
[

n-hexano nas canéentragaes de 0,ing/pl.
Acondicionar todas as solucoes padroes
em vidros com tampa esmerilhada, revesti
dos com papel aluminio e guardar em gela

deira {(foi guardado em congelador).

Agentes cromogénicos

-2-Naftil Acetato {(2-NA)

Dissolver 20mg de 2-HA em O,8ml de
etanol. Misturar imediatamente, antes da
nebulizacac, com uma solucado de 50mg de
"Fast Blue BY em 32ml de agua (8-10ml des
sa mistura sac suficientes para uma pla-

cal,

~5-Bromoindoxil Acetato (5-BIA)
{Sol. I) - Dissolver 15mg de 5-BIA

em etanol absoluto.

{801.1IT) ~ Misturar:
a) 4,0ml de sol. tampao
0,05 Tris (hidroximetilaminometano) de
pH = 8,32 {acertar o pH se recessario,
com HC1 0,1M);
b} 5,0ml de sol. 2,0M de
cloreto de sodio 0,2ml de sol., 1,0M

de cloreto de Célcio;



4,1.1.3.

4.1.1.4.
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¢) 3,8ml de agua, para fa

zer 13ml de uma solugao.

(301.1II)~ Solugoes a 0,05M de ferro
cianeto e de ferricianeio de potéssio
(1:1).

Misturar, imedlatamente,
antes da nebulizacao 13ml da sol. II e

2ml da sol. III com 5ml da sol. I {(cada

'placa exige, aproximadamente, 12ml dessa

mistura).

Oxidante

N-Bromosuccinimida (N-Br}

Digsolver 0,1 de N-Bromosuccinimida
em 100ml de acetona. Diluir 5,0ml desse
para 100ml com acetona, para solugao

1 Spl"ay” .

Adsorvente, solventes e sistema solvente

-~ 8ilica Gel G (tipo B0, Merck)
-~ Acetona

~ n-hexanoc

- Eter etilico

- Etanol absoluto

~ n-hexano-acetona {80:20) v/v



Nota : Todos os reagentes e solventes utilizados
foram de grau p.a., sendo esses nltimos des
tilados e testados por IE-CD. As solugaes
foram feltas com égua bidesgtilada,.

Os substratos cromogénicos foram adquiridos

da "Sigma Chemical Company'.

4,1.1.5, Enzinma

Esterase de figado bovino

Homogeneizar 20 g de figado bovino
(destituido de vasos) de animal adulto,
num bujfozinho de vidro (liquidificador),
com 180ml de agua bidestilada e refrige-~
rada., A seguir, centrifugar por 20 minu-
tos o homogeneizado a 2.000 rpm & OOC
{refrigerada).

Coletar e transferir o sobrenadante
para tubos de ensalos devidamente limpos
e refrigerados. Lacrar os mesmos com fo-
lhas plésticas {parafilm) e guardar em
congelador, se possivel, a —20”¢. No mo-
mento de usar, diluir 01 volume desse ho
mogeneizado para 02 volumes de solucas
tampao 0,05 Tris {(hidroximetilaminometa-

no) de pH = 8,32,



4,1,1.6, Vidraria

-~ Frascos de 100 ¢ 500ml com tampa esme-
rilhada

-~ pipetas tipc “pasteur"

~ tubos de Centrifuga de 15ml

- tubos de ensaio

~ béqueres de 05; 10; 50: 100 e 250 ml

-~ erlemeyer de 250ml, com tampa esmerilha
da

- balées volumetricos de 05; 10; 100 e

500ml.

4,1,1,7. Aparelhos e acessorios

- Conjunto "PERMUTATION" para cromatogra
fia em camada delgada

- cubas de vidro

- placag de vidro 20x20cm

- suporte para placas

- microsseringas

- YTHE HAMILTON COMPANY" (Reno, Nevada}
(1011 e 5ul)

- estufa analitica "SAUTER" - tipo 424

- centrifuga

4.1.1.8. Amostras selecionadas para o trabalho



4.1.2.

Método

4.1.2.1.

4.1.2.2.

Az amostras utilizadas foram adquiridas
de diferentes fontes e distribuidas em

dois grupos:

GRUPO I ; ALIMENTOS

{supostamente contaminados e/ou

enriguecidos ou natural)

GRUPO IT: MATERIAL BIOLOGICO
{controle de intoxicagao e/ou

enriquecido)

Escolha das condicoes analiticas

Foram estudadas as melhores condigdes

preconizadas por LEITE (188Q) na padroni
zacao da tecnica de cromatografis em ca-
mada delgada, associada & inibigac enzi-

matica (LE-CDY.

Determinacgac dos inseticidas organofosfo

rados

Realizada através da tecnica LE-CD que
permitiu detectar inseticidas adiclona-

dos e ocutros sventualmente presentes em



4,1.2.3.

4,1.2.4.

%

(9]

amostras suspeitas de contaminagac e nao

suspeitas.

Descontaminacac do material

Antes de iniciar a analise, necessita-se
de cuidados especials em relagéo a todo
material de vidro e scolventes a serem

utilizados.

- Vidrariag: depols de bem lavada em deter
gente, imergir por 24 horas em solugao
sulfocromica e, em seguida, lavar com
égua corrente (10 vezes), égua destilada
{4 vezes) e bidestilada {1 vez); secar

em estufa e, antes de usar, lavar com
acetona . Concentrar ate guagse secura es
se solvente e transferi-lo totalmente pa
ra cromatoplaca a fim de verificar a lim

peza do material (ausencia de impureza).

- Solventes: transferir, sempre Que neces
shrio, para a cromatoplaca o residuo pro-
veniente da concentracac de 10ml dos sol-
ventes a serem usados, para controle de

eventuaslis contaminantes.

Preparo da cromatoplaca
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Placas de vidro foram preparadas confor-

me descricao seguinte:

ugsar 40pg de silica gel G e 80ml de égua
bidestilada para preparar a SUSpPeEnsac
de revestimento

colocar as placas sobre o suporte e lim
pa-las com algodao embebido em acetona
ajustar o espalhador sobre a placa si-
tuada em uma das extremidades livre do
suporte e usa-lo em 500y de espessura
preparar a suspensac de adsorvente com
forte agitagao, ate completa homogenei
zagao

verter imediatamente a sSuspensaoc no esg
palhador, deslocando-o a seguir, com
movimentog uniformes {(no conjunto Per-
mutation para CCD, as placas €& que Sao
deslocadas)

secar as placas em temperatura ambien-
re pu com ventilador de ar guente, por
1% minutos

ativar em estufa a 1100C durante uma
hora e guardar a cromatoplaca em cama-

ra isenta de umidade.

Antes do uso:
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- desenvolver as cromatoplacas em eter-
etilico

- remover 0,3cm do adsorvente das bordas
laterais, 0,5cm da extremidade superior
da cromatoplaca e tragar nela, linhas
de 2 em 2cm {(foram tragadas de 1,5 a
1,%cm), estabelecendo gulas, para me-

lhor desenvolvimento dos inseticidas.

£,1,.2.5. Escolha do sistema solvente

Trabalhar com n-hexano-acetona (80:20)

v/v, solvente eletivo da padroniza@éo de

LETTE (1980).

4.1.2.6, Escolha do agente cromogénico e do oxidan

te

Trabalhar com os substratos citados em

4.1.1.2. e com o oxidante de 4.1.1.3.

4.1.2.7. Marcha analitica utilizada para identifi

cacao dos inseticidas

Tecnica:
- transferir com auxilio de microsserin-

ga, as diferentes concentragoes (con-
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forme necessidade) das solugoes padroes
de inseticidas {(4.1.1.1,) para as cro-
matoplacas

ressuspender e transferir 1/2 dos extra
tos das amostras para as cromatoplacas
contendo os padraes

desenvolver as mesmas no glstema n-hexa
no-acetona (80:20) v/v, em cubas previa
mente saturadas-por um espago de Ltempo
nunca inferior a 20 minutos - até 15cm
s partir do ponto de aplicagao

expor as cromatoplacas, depols de secas
ac ar, ao agente oxidante

eliminar o excesso do oxidante sob cor
rente de ar quente, durante 20 minutos
nebulizar com solugao de enzima {(4.1.1.5)
gradualmente, ate umedecer justa e com-
pletamente o adsorvente

aguardar por 20 minutos, sob corrente
de ar quente (3?QC), para Que se proces
se a reacac enzima-inseticida

a seguir, nebulizar com a solugao de
substrato cromogénico {(4.1.1.,2.)
observar por um periodo de 30 minutos,
o aparecimento de manchas brancas (cor

respondentes aos inseticidas), sobre um
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funds vivamente colorido de azul ou de
roxe, dependendo do agente cromoggnico
empregado

determinar e anctar os valores de hRT

obtidos {Fig. 3).

APLICAGAD DA TECNICA PADRONIZADA (LEITE, 1980) PARA IDENTI

FICACAOQ DE INSETICIDAS EM ALIMENTO (SUPOSTAMENTE CONTAMINA

DO OU NAOC E/OU ENRIQUECIDO) E EM MATERIAL BIOLOGICO (CON~-

TROLE DE INTOXICACAC)

4.2.1. Material

4.2,1.1.

Solventes, vidraria e outroes

cloroformio

n-hexano

eter etilico

pipetas de 2Zml

funis analiticos de 12%5ml e de 60ml
funis de vidro

pastbes de vidro

beqgueres de 125, BO, 10 e 5ml

papel de filtro Whatman n®4z
sulfato de sodic anidro

1a de vidro



cromatoplaca desenvolvida

contendo o inseticida (1)
Oxidante
(P = § P = 0)
20 min

corrente de ar quente

nebulizar com sol.

Enzima § (E}

20 min

corrente de ar guente

nebulizar com sol.

subst. Cromogenio (5)

30 min

ochservar

zona inibicdo bran
ca sobre fundo vi~

vamente colorido

determinar e anotar

valores de hR{

FIGURA 3~ Esguema da marcha analitica utilizada para identifi

cacao dos inseticidas

41



4.2.1.2.

4.2.1.3.

Obz: Todos 08 solventes foram de grau

p.a,. & destilados,
Aparelhos

- banho-maria a 4500 {"FANEN" - Mod.120/
3N}

- balanga "RECORD"
Amostras para analise

GRUPO I : ALIMENTOS
{supostamente contaminados ou

nao e/ou enriquecidos)

MEL

As amostras de mel foram obtidas en
giversas fontes produtoras na regiao de
Alfenas e de localidades diferentes. Sem
pre gque possivel, diretamente do apicul-
tor.

Lates meles constitulram as amostras
naturais do grupo A @ Al, A2, A3, A4, AL,
A6, A7, A8, AS, ALO, ALl, Al12, Al3, Al4,
Al5, A16, A17, AL8, A24, A25, AR7, A29,
A30, A32, A35, A36, A37, A38, A3, A40,
A4l, A42, A43, Ad4, A4B, ADZ, A53.

Duas amostras de propolis foram inclul
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das no quadro das analises dos meles:
AD4 e ADDL,

A partir destes meles, totalizados em
trinta e oite (38), novas amostras foram
obtidas por enriquecimento, de porgges
tiradas dog lotes anteriores, com os in-
seticidas estudados.

A amostra Al originou a AS6, que rece~
beu 200ng de diclorvos.

A porcao retirada de A3 e A4 constitulu
a amostra A28 enriquecida com 200ng de ma
lation.

Do lote Al8 obtiveram-se duas novas
amostras A20 gue receberam 1.000ng de di
clorvos e A21 com 600ng de malation.

A amostra Al4 originou AlS e A22 enri-
quecidas, respectivamente, com 600ng e
1.000ng de diazinon.

0 lote Al2 adicionado com 200ng de dia
zinon se tornou a amostra AZ3.

Da procac A30 foram retiradas as amos-
tras enriquecidas com malation: A31 com
1.000ng; A33 com 600ng e A34 com 100ng.
Neate mesmo mel Toram preparadas, ainda,
as amostras A46 com 300ng de diazinon e

A47 com 300ng de diclorvos.



44

Da porcgac retirada de A40, obteve-gze
A4S contaminada com 400ng de diazinon,
ALO com 400ng de diclorvos,

Desta forma, as porgoes de meles conta
minadeos, totalizaram dezesseis (18) novas
amostras que constituiram o grupo B: Mel
enriguecido com inseticida organcfosfora
do.

Totalizaram 54 amostras de mel e 02 de

prépolis.

GRUPO II: MATERIAL BIOLOGICO

SANGUE

A} Humano

a) individuos nao expostos, ocupacional-
ﬁente ans inseticidas, constituiram
2% amostras

b) individuos ocupacionalmente expostos,
totalizaram 04 amostras

¢} enriguecido: 12 amostras de sangue de
individuos nao expostos foram adicio-
nadas de inseticidas organcfosforados,
em concentracoes de 25, 50, 200 & 300ng

Totzlizaram 51 amostras de sangue humano



4.2,2, ¥Metodo

pis
[#)]

B) ANIMAL

a) bovino: (02} duas amostras provenien-
tes de bezerro intoxicado

b) canino: {(02) duas amostras provenien-
tes de cachorro com suspeita de into-
xicacao
Constituiram (04) quatro amostras de

sangue animal

Para as analises das amostras, utilizaram-se dife

rentes tecnicas, as mais simples possivels, visan

do a proposicac inicial.

4.2.2.1.

Tecnicas de extracao de inseticidas em

amostra de alimento

GRUPO I
Mal

Desenvolveu-se a sistematica para pes-
guisa de um agente toxico de carater des
conhiecido, sendo utilizada a tecnica de
nExtragac Direta' que ¢ de rotina no labo

ratorio de analises toxiologicas.



4.2.2.2.
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Tecnica:

- tomar 10ml de mel e transferir para fu
nil de separag%o de 60ml

- acrescentar 20ml de n-hazxano({em vez de
eter etilico-cloroformio 1:2)

- extrair durante 10 minutos por agita-
cao manual e filtrar sobre papel de fil
tro com sulfato de sddio anidro, reco-
lhendo o filtrado em bedquer de 100ml.

Repelir esta operacao mais duas vezes

- reunir os extratos "solvente organico"

e concentrar em banho de agua (45°C),

lentamente, ate secura

- ressuspender, transferir 1/2 do extra-

to para a cromatoplaca e proceder a

técnica de identificacao {4.1.2.7.)

A Figura 4 esguematiza © metodo empre-

do em amostra de mel

Tecnica de extragﬁo de inseticida em amos

tra de material bioclogico

GRUPO I1

Sangue

Foi usado o metodo de extragaos pre-
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Amostra

extrair 10 min

com sol., organice {3X)

extrato
aquoeso

desprezar

extrato
organico

filtrar scbre pa-
pel de filtro ¢
sulfato de sodio

anidro

i filtrado l

concentrar
banho de agua 45°C

L |
resliaus

ressuspender com
0,5ml {2 gotas)
de n-hexano

FIGURA 4 - Bsquema da marcha analitica para extragao de 1nse-

ticidas organofosforados em amostras de mel



4.2.2.3.
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conizado por SUNSHINE (1975),
Tecnica:

- tomar 02ml de sangue e transferir para
funil de separagao de 100ml, juntamen-
te com 0O6g de sulfato de sodio anidro

- acrescentar &0ml de n-hexano

- extrair durante 20 minutos por agitagao
manual e filtrar sobre la de vidro, re-
colhendo o filtrade em beguer de 100ml

- concentrar, lentamgnte, em banho de
agua (4500) ate secura

- ressuspender, transferir 1/3 do extra-
to para a cromatoplaca & proceder a

tecnica de identificagho por IE-CD

A Figura 5 esquematiza o metodo empre-

gado para a extragéo em amostra de sangue.

Tdentificacao dos inseticidas eventualmen
te presentes pela tecnica IE-CD segundo

4.1.2.7.
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Sangue {Z2ml)

6
E

de Na2804

extrair 60ml

hexano - 20 min

remanescente

desprezar

fase organica

filtrar sohre 1a

de vidro

fi1ltrado

evaporar a secura
(45°C)

residuo

ressuspender com
60p1 de hexano

FIGURA 5 - Esguema damarcha analitica para extracgdo de inseti
cidas organofosforados em amostras de sangue



5.

RESULTADOS



5.1. APLICACAO DA TECNICA DE INIBICAO ENZIMATICA/CROMATOGRAFIA

SOBRE CAMADA DELGADA {I1E~CD)

A tecnica de inibigao enziméticaﬁcromatografia sobre
camada delgada utilizada na identificagao de residucs de insetici
das prganofosforados em alimentos € material biolégico constitui

excelente teécnica, devido sua especificidade ¢ alta sensibillida-

de .

5,2. RESULTADOS OBTIDOS NA ANALISE DE AMOSTRAS DE ALIMENTO E DE

MATERTIAL BIOLOGICO

GRUPO I - Alimento

A Fotografia 01 ilustra o cromatograma obtido com

amostras de mel, proveniente de regices diferentes (Al2 = Penépg

lis; ALS3 Goiania; Al4 = Botucatu; AlS = Coqueiral; Al6 = Coquel
ral; Al7 = (?) desconhecido; AZ4 = Serrania), apés revelagao con-
forme a sequ%ncia -N~-Br, esterase de figado bovine e substrato
2-NA (Fast Blue B).

A Fotografia 02 retrata o cromatograma regultante da
analise dos extratos das amostras de mel enriguecidas e de mel ac
natural, enguanto a Fotografia 03 permite visualizar os extratos
de mel de 04 fontes diferentes e de propolis, apos revelagao con

N-Br, esterase de figado bovino e 2-NA (Fast Blue Bj}.

A Tabela V permite visualizar a analise de 24 amos-
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1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13

FOTOGRAFIA 0Ol1 - Cromatograma IE-CD de extratos de mel de 7 fontes
diferentes apés revelagao com N-Br, esterase de

figado bovino e 2-NA (Fast Blue B).

1. malation 7. diazinon

2. diazinon 8. DOVP

3. DOVP 9. amostra de mel (Al5)
4, amostra de mel (Al2) 10. amostra de mel (A16)
5. amostra de mel (A13) 11. amostra de mel (A17)
6. amostra de mel (Al4) 12. amostra de mel (A17)

13. malation

Nota : padroes 1 a 3, 7, 8 e 13 (200 ng)

Cor : manchas esbranquigadas sobre fundo roxo
Adsorvente : Silica Gel G

Sistema Solvente : hexano-acetona (80:20)

Data : 23/05/86 Foto : 26/09/87
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1 2 8 4 &5 6 7 8 910 11 12 13

FOTOGRAFIA 02 - Cromatograma IE~CD de extratos de mel enriquecido
e normal apés revelagao com N-Br, esterase de fi-

gado bovino e 2-NA ( Fast Blue B).

1. DDVP 8. amostra de mel (A10)
2. amostra de mel (A20) 9, amostra de mel (All)
3. amostra de mel (A21) 10, amostra de mel (A25)
4, malation 11. diazinon

5. amostra de mel (A22) 12. DDVP

6. amostra de mel (Al19) 13. malation

7. diazinon

Nota : padroes 1, 7, 11 (500ng) 12 e 13 (200ng)

Amostras A20 (DDVP- 1.000ng), Al9 e A22 (diazinon - 600 e 1.000ng),
A21 (malation - 600ng)

Cor : manchas esbranquigadas sobre fundo roxo
Adsorvente : Silica Gel G
Sistema Solvente : hexano-acetona (80:20)

Data : 16/05/86 Foto : 26/09/87
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g 120 21 12 13

FOTOGRAFIA 03 - Cromatograma IE-CD de extratos de mel de 4 fontes

diferentes e de prépolis apés revelecao com N-Br,

esterase de figado bovino e 2-NA (Fast Blue B).

. malation
. amostra de mel (A1)

. amostra de mel (A2)

1
2
3
4, amostra de mel (A3)
5. malation

6

. diazinon

13. malation

7,
8.
9.
10.
B

12,

Nota : padroes 1, 5 a 7, 11 a 13 (300ng)

DDVP

amostra de mel (A35)
amostra de propolis (A54)
amostra de propolis (A54)
diazinon

DDVP

Cor: manchas esbrangquigadas sobre fundo roxo

Adsorvente : Silica Gel G

Sistema Solvente : hexano-acetona (80:20)

Data : 13/05/86

Foto : 26/09/86



tras diferentes da regiao de Alfenas, tipo de mel, data de obten
gao, resultado frente aos 02 substratos e provével inseticida
presente.

A Tabela VI apresenta os resultados obtidos com os
meles de outras regiaes e a Tabela VII demonstra os resultados
das analises de "mel enriguecido”, enguanto a Tabela VIII o to-
tal de amostras de mel analisadas.

A Tapela IX demonstra os resultados obtidos para as

(02) duas analises de propolis.

GRUPO II -~ Material Biologico
Sangue

A Foteografia 04 corresponde ao cromatograma revela-
do com N-Br, esterase de figado bovino e 5~BIA, ilustrando os
resultados obtidos para os extratos de sangue de 10 individuos
rnao expostos.

A Fotografia 05 ilustra o cromatograma obtldo com
amcstras provenientes de o individuos nao expostos, sendo que um
deles sofreu intoxicaco atravées da cadeia alimentar e de 2 ani-
mals bovinos intoxicados, apés revelagao conforme sequencia;
~-N-Br, esterase de figado bovino e 2-NA (Fast Blue B).

A Fotografia 08 retfrata o cromatograma resultante
da analise dos extratos das amostras de sangue de 4 individuos
trabalhadores rurals e animal canine com suspeita de intoxicacao,

apbs revelagaoc com N-Br, esterase de rigado bovino e 2-NA (Fast
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TABELA VI- Analises de amostras de mel, provenientes de oito
regices diferentes,

MEL {10 ml1}

Regido Produtor Amastra Tipo de mel Data Resultade para organofosforade Previvel
' I-NA / 5-BIA Inseticida
Conueiral I Als silvestre Jun/ 38 +F diclorvos
(M5)
AlH silvestre Jan/ 88 + F dirlornos
Serrania 11 A4 silvestre Jan/8% tF diclorvos
MG
Governador 111 A3 silvestre Abril/ss -
Valadares (MG}
Pendpolis W A12 silvestre 7 + F dicjorvos
1)
foiania v ALZ silvestre Mar/ 26 -
L3}
Tucatu ¥I Ald silvestra Agosta/84 + F diclorves
(5P}
? Vil AT ? Mar/85 ++ diclorves
? VIl A3E ? ? ++ diclorvos
? X A ¢ ? + diclorvos
Pocos de X ALD eucalipto Agostof BT 4 diazinon
Camidas (MO Adl) encalinto AgostofaT e diazinon
A4z assa~peixe Set /87 +4 ¥
? ELE eucalipto Setf87 + F ?
Total @ 14 amostras ' + F = fugaz
+ = desaparece quase totalmente mancha 0,3cm de dismetro
++ = desaparece S0%;mancha de §,5om de diametro
+++ = estiveis, mancha de 0,5cm de diametro
{-)} = negative
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TABELA VII - Analises de amostras de mel, enriquecidas com in

seticidas organofosforados, pela técnica IE~CD.

MEL {10 ml)

lote Amostra Inseticida (ng) Resultado
Original Z-NA e 5-BIA
Al A5G diclorvos 200 +ot
A3/ A4 A28 malation 200 +4
Al8 A2Q diclorvos 1600 ++ 4+
A2l malation 600 b 4
Ald Al% diazinon 600 4
AZ2 diazinon 1600 o+
AlZ AZ3 diazinon 200 ++
A30 A3l malation 1000 A
A33 malation 600 bk
A34 malation 100 ++
Adb malation 300 +44
A47 diazinon 300 rea
A48 diclorvos 300 + bt
A4Q A4D diazinon 400 e+
A5G malation 400 A b
A5l diclorvos 400 + o+

Nota: As 16 amostras enriquecidas foram cromatografadas junta

mente com padrdes de inseticidas e amestras paturals -

{branco)



TABELA VIII - Total de amostras de mel analisadas pela técni-

ca IE-CD.

MEL (10 ml)
Repiao N® Amostras Positivas Negativas
analisadas n? n®
Alfenas 24 22 02
Dutras
regioes 14 12 02
Total 38 24 04

Nota : As amostras analisadas apresentaram resultado positivo
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para inseticidas anticolinesterasicos numa proporglo de

87,5%



TARELA IX - Analises de duas amostras de prépolis, apés gxtra-
cao pela Técnica Direta e revelagao pela Técnica

de inibigéo enzimética/cromatografia sobre camada

"delgada.,
PROPOLIS (10 ml)
Amostra Resultado Provavel
2-NA 5-BIA inseticida
AB4 positivo ?
An4 positivo ?
ABD pogsitivo diazinon ¢ me-

til paration

=
&)
ot
e
B
3]
FiN
f

50C0mg e 100mg

b
Lr
o
it

concentragao desconhecida

Os extratos nao sofreram processo de purificagao

e

NWM
,._.Ww-v—m;fww LRP
%; oL s TECA pERTRAL \
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FOTOGRAFIA 04 - Cromatograma IE-CD de extratos de sangue de 10
individuos n3o expostos, apos revelagao com

N-Br, esterase de figado bovino e 5-BIA.

1. diazinon 7. DDVP

2. amostra de sangue (IS) 8. amostra de sangue (C)
3. amostra de sangue (MS) 9. amostra de sangue (R)
4, amostra de sangue (JA) 10. amostra de sangue (AP)
5., amostra de sangue (MM) 11. amostra de sangue (LF)
6. amostra de sangue (SG) 12. amostra de sangue (KV)

13. malation

Nota : padroes 1, 7 e 13 (200ng)

Cor : manchas brancas sobre fundo azul
Adsorvente : Silica Gel G

Sistema Solvente : hexano-acetona (80:20)

Data: 26/03/86 Foto : 26/09/87
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1 2 3 4 B 6 7 8 910 11 12 13

FOTOGRAFIA 05 - Cromatograma IE-CD de extratos de sangue de 5 in
dividuos nao expostos e de 2 animails bovinos in-
toxicados, apés revelagao com N-Br, esterase de

figado bovino e 2-NA (Fast Blue B).

1. malation 7. amostra sangue bovino
2. amostra sangue (LA) 8. amostra sangue bovino |
3. metil paration 9. DDVP

4, diazinon 10. paration etilico

5. amostra sangue (MA) 11. amostra sangue (AP)

6. DDVP 12. amostra sangue (LF)

13. amostra sangue (KV)
Nota : padroes 1 a 4, 6, 9 e 10 (100ng)
Cor : manchas esbranquigadas sobre fundo roxo
Adsorvente : Silica Gel G
Sistema Solvente : hexano-acetona (80:20)

Data : 01/04/86 Foto: 26/09/87
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

FOTOGRAFIA 06 - Cromatograma IE-CD de extratos de sangue de 4 in
dividuos trabalhadores rurais e 1 animal canino
com suspeita de intoxicagﬁo, apés revelagao com

N-Br, esterase de figado bovino e 2-NA.

1. DDVP 7. amostra de sangue (DR)
2. triclorfon 8. diazinon

3. granutox 9. malation

4, amostra de sangue (AR) 10. amostra de sangue canino
5. amostra de sangue (JR) 11. amostra de sangue canino
6. amostra de sangue (AA) 12. diazinon

13. malation
Nota : padroes 1 a 3, 8, 9, 12 e 13 (200ng)
Cor : manchas esbranquigadas sobre fundo roxo
Adsorvente : Silica Gel G
Sistema Solvente : hexano-acetona (80:20)

Data : 30/05/86 Foto : 26/09/87
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Blue B).

A Fotdgrafia 07 ilustra os resultados cobtidos para
0s extratos de sangue de 07 individuos nao expostos apés revela-
géo com N-Br, esterase de figado bovino e 2-NA (Fast Blue B).

A Tabela X demonstra os resultados das analises de
sangue enriquecido e a Tabela XI permite visualizar os resulta-
dos obtidos para extratos de sangue dos individuos intoxicados e
com suspeita de intoxicagao, enquanto os resultados para os nao
expostos sao demonstrados na Tabela XII, apés revelagao por IE-CD.

A Tabela XIII apresenta os resultados obtidos para
0os extratos de sangue bovino e canino, apos revelagao por IE-CD,
e a Tabela XIV apresenta o total de amostras de sangue analisadas

pela técnica IE-CD.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

FOTOGRAFIA 07 - Cromatograma IE-CD de extratos de sangue de 7 in
dividuos nao expostos, apés revelagao com N-Br,

esterase de figado bovino e 2-NA (Fast Blue B .

1. trielorfon 8. amostra de éangue (M)
2. metil paration 9. amostra de sangue (CS) -
3. DDVP 10. amostra de sangue (MA)
4, diazinon 11. amostra de sangue (JL)
5. amostra de sangue (OF) 12. paration etilico

6. amostra de sangue (JP) 13. malation

7. amostra de sangue (GF)

Nota : padroes 1 a 4, 12 e 13 (200ng)

Cor : manchas esbranquigadas sobre fundo roxo
Adsorvente : Silica Gel G

Sistema Solvente : hexano-acetona (80:20)

Data : 10/09/87 Foto : 26/09/87
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TABELA X - Analises de amostras de sangue,enriquecido,pela téc

nica IE-CD.
SANGUE (2m1)
Amostra Inseticida Quantidade Resultado

(ng) 2-NA 5-BIA

1 DDV 25 * + positivo
2 malation 25 + positivo
3 diazinon 25 + positive
4 metil paration 25 + positivo
5 metll paration 50 +  positivo
6 malation 200 ++  positivo
7 paration etilico 200 ++ positivo
8 diazinon 200 ++ positivo
8 DDVP 200 ++ positivo
10 metil paration 200 ++  positivo
i1 metil paration 300 +++  positivo
12 DOvVYP 300 +++ positivo

Nota

. As 12 amostras enriguecidas foram cromatografadas junta

mente com padroes de inseticidas e amostras denmomimadas

branco.

* Quanto 4 intensidade das manchas
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TABELA XI - Andlises de amostras de sangue de individuos into

Xicados e com suspeita de intoxicagdo, pela técni

ca de inibig¢do enzimdtica/cromatografia scobre ca-

mada delgada.

SANGUE (2 ml)

Amostra Inseticida Quantidade Resultado
(ng) 2-NA 5-BIA

/ ? ++ ++

MA DDVY ? He v

AA 7 ? - ++

JR ? ? - 44

AR Granutox 7 +++ T

DR 7 ? - +4
Nota : Em cada experimento foi usada como referencia,uma amos

tra "branco' e padroes dos inseticidas
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TABELA XIT - Analises de amostras de sangue de individuos nzo
expostos, pela tecnica de inibigéo enzimética/crg

matografis sobre camada delgada.

SANGUE (2 m))

Amostra Proviavel Quantidade Resultade
inseticida [np} I-NA 5-Bla

L ? ? -
LA : ° )

A : , )

AM ? ? -

J ? ¥ *

Jg ? ? +

M5 7 ? +

J& ? 7 +

MM b+ ? +

5G ? ? -

C ? # +

R ¥ 7 +

AP 7 » .

K¥ 7 7 -

58 ¥ ? -

EC ? ? + fuga:z
VA 7 7 -

55 ? 7 -

AF H ? -

OF paration etilice ? +

JP paration etilico ? *

GF ? i *

8 paration etilico 7 .

cs Maration erfiico ? +

Mz paration etitice ? *

RS ¥ ? *

LB H " *

JL paration etilico H +

™ ? Y .

Ex » s .

s a ° +

ce ? C .

55a 7 o .




TABELA XIII - Analises de amostras de sangue animal pela téc-
nica IE-CD.

SANGUE (2 ml1)

Animal Amostra Resultado Inseticida
2-NA 5-RIA
Bezerro Al b ++++ diclorvos
AZ b + diclorvos
Canino Al - - -
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TABELA XIV - Total de amostras de sangue analisadas pelatécni

ca IE-CD,
Amostras
Analisadas Positivas Negativas
H n? n? n'?
U .....
.

M Nao

Expostos 35 27 08
A
N

Expostos (4 [0} {03(2~NA)
o _

04 ~ {5-BIA}

Enriquecido 12 12 -
A

Bovino 02 02 -
N
1 _

Canino 02 - D2
M
A
1‘3




6. DISCUSSAC



Ao se propor um planoc de trabalho para analise de
residuos de inseticidas em amostras de alimento (adicionados e/ou
com suspeita de contaminagao} e em material biolégico {controle
de intoxicacao), escolheu-se a técnica de inibigao enzimatica/
cromatografia sobre camada delgada jé padronizada (LEITE, 1980},
de grande sensibilidade, simplicidade, reprodutibilidade & espe-
cificidade (MENDOZA & SHIELDS, 1971; MENDOZA, 1972; MENDOZA,1874;
LEITE, 1980).

Na analise de residuos, um dos malores cuidados a
se tomar € a eliminagido de substancias interferentes. Tals inter
ferentes poderﬁo ser contaminantes do material usado na analise
(vidraria e reagentes) como também provir da propria amostra, sen
do extraidos Juntamente com 08 residuos (BORGES, 1877).

Desta forma, cuidados especilals foram tomados com
todos os materiais, segundo descrito em 4,1.2.3. 0s extratog da
sobra de acetona usada na lavagem da vidraria, comoc tambem o re-
siduo proveniente da concentragao de 10ml des solventes foram crg
matografados como controle, constatando-ze ausencia de eventuails
contaminantes,

As microsseringas (de 10pl e 5pl) utilizadas para
aplicar os inseticidas, sofreram sucessivas lavagens (40 vezes)
com n-hexano, no intervalo de cads aplicagﬁo,

0s residucs dos extratos das amostras foram ressus-
pendidos com Q,5ml {ou 02 gotas) (mel) e 60ul {sangue) de solven
te e depositados {(1/2) nas cromatoplacas através_de capilares,

utilizadog uma unica vez.



Todos os extratos finais, quando nao cromatografa-
dos imediatamente, foram conservados em congelador (em bequeres
fechados com parafilm e recobertos com papel aluminio), assim ce
mo, também as amostras.

Os padraes de metil paration, triclorfon, malation,
diclorves e diazinon foram padronizados (LEITE, 1980), podendo
seus limites de sensibilidade (em ng) serem visualizados na Tabe
12 III e os seus valores de hRf (relacdo entre a distancia do
ponto de aplicagéo da amostra ate a regiéo media da mancha, pela
distancia percorrida pelo solvente, multiplicado por 1007 {(MAY,
1965), na Tabela IV.

Os padroes de paration etilico, sumition e granutox
foram introduzidos, visando solucionar 0s Casos Heontrole de in-
toxicagao". Esses inseticidas nao apresentam “limite de sensibi-
lidade" pela téenica IE-CE, mas seus valores medios de hRF - &apos
10 experimentos - no sistema solvente hexano-acetona (80:20) v/v,
foram:

- paration etilico hRf = B3; 22; 15

- sumition hRT 42: 16

1]

75: &1; 24: 20; 17; 6; 3 e 5 (manchas de

]

- granutox hRT
cima para baixo - produto tecnico).

A solucac de enzima - esterase de figado bovino -
foi preparada segundo LEITE {1480}, utilizando-se centrifuga co-
mum, na falta da refrigerada, com obtengac de resultados satisfa
térios, empregando-se juntamente agua e vidraria resfriados para

garantir melhores resultados - obgervou~-s5¢ que & reagao enzina/
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substrato nesse caso, se processou de forma mais lenta que a
usual, permitindo que & cor de fundo aparecesse vagarosamente,
principalmente para o S-~bromoindoxilacstato - (5~BIA).

Os substratos 5~BIA ¢ 2-NA foram utilizados por se-
rem sensiveis e de facil uso. Os produtos colorides da hidrolise
enzimatica desses substratos sio estaveis e de boa intensidade -
pontos brancds ou esbranquigados indicam os sitios onde os inse-
ticidas inibem a enzima (MENDOZA & cols., 1968; MENDOZA, 1972;
LEITE, 1980C).

A Totografia 01 ilustra um cromatograma obtido em
23/05/86 e conservado ao abrigo da luz, cuja foto foli tirada em
26/09/87, permanecendo inalterado.

0 mesmo peode ser verificado com os demais, ilustra-—
dos pelas Fotografias 02, 03, 04, 05, 06, Segundo LEITE (19880),
se expostos a luz e temperatura ambientes, alteram-se, sofrendo
descoloracac. 0 2-NA chega a ficar quase rosa e o 5-BIA azul-cla
ro, guase branco.

As Fotografias 01, 02 e 03, e as Tabelas V, VI e VII
permitem uma boa visualizagéo para os resultados obtidos com as
54 amostras de mel (GRUPO I) analisadas pela técnica IE~-CD, rea-
lizando-se cromatogramas com os dois tipos de substratos (2-NA e
5-BIA) para cada amostra, respectivamente.

A Tabela VIII retrata o total de amostras de mel ana
lisadas, demonstrando que de 38 porgoes, se detectou presenga de
inseticida organofosforadec em 34, o que perfaz 87,5% das ameostras.

Considerando-se que o mel - elaborado pela abelha - & obtido de



R
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matéria prima de diferentes plantas (CRANE, 1985; VIANA, s.d.),
esta o mesmo EXpPOsSto a "contaminagao indireta® por pesticidas e
que funcicna como veiculm, fazendo chegar ate o homem, estas su-
bstancias quimicas.

OGATA & BEVENUE (1973}, demonstraram em estudos rea
lizados com "sevin', gue as abelhas carregavam este inseticida
para a colmeia, evidenciando desta forma que as Mesmas Nao Sao
capases de distinguir flores contaminadas e, com isso, introdu-~
zem residuos de inseticidas no mel através do néctar e pélen Co-
letados (PEIXQOTO & FRANKLIN, 1986). A Tabela XV apresenta 03 me-
les classificados segundo as plantas originérias e o numero de
anostras analisadas de cada tipo, podendo-~-se observar residuo de
"inseticida organcfosforadoY em todas as amostras de mel de café,
laranja, eucalipto e em 12 das 14 amostras silvestres e 01 para
a de assa-pelixe.

A Figura 06 mostra gue as amostras de 1983, 1984 =
1985 continham todos residuos de inseticidas anticolinesterasi-
cos e em 1986/87 de 18 analises, 04 foram negativas.

Observando-se a Tabela V e VI verifica-se que os in
seticidas mais provéveis, presentes nas amostras foram:

a) na regiao de Alfenas : diclorvos (20 vezes), dig

zinon (02 vezes), malation (05 vezes)

b) em outras regioces : diclorvos (08 vezes), diazi~

nort (02 vezes)

Os mesmos nao deveriam estar presentes no mel, vis-

to nao existir "limite maximo permitido" para estes agrotoxicos



TARELA XV - Diferentes tipos de mel analisados.

Tipo AMOSTRAS
de

mel Analisadas Positivas Negativas
ne ne ne

Silvestre 14 12 62

Eucalipto 05 05 {

Cafe 03 N3 0

{café&/larania)

{café/eucalipto)

Laranja 05 05 0

Assa-peixe 02 01 01

{ana de actcar 01 0 61

Nota : Os meles, elaborados de matéria prima obtida de plantas
agricolas, que recebem agrotoxicos, apresentam 100% 7o

sitive para inseticidas organofosforados



FIGURA 06 - Analise das amostras de mel (contaminadas ou nao)
correspondentes ao GRUPO 1

11 s
a -
6 -
5 .

1 ey

1983 1884 1985% 1986 1987

amostras positivas

Eﬁg amostras negativas

Nota : Projegac dos niumeros de amostras positivas e negativas,
para inseticidas crganofosferados em mel, cujas datas

de coleta puderam ser computadas
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neste alimento (BRASIL, 1967; BRABTIL, 1977), Estes limites exis;
tem para a presenga de preguicidas nas plantas, conforme Tabela
XVI, onde se pode visualizar os inseticidas anticolinesterasicos
encontrados no mel,

A identificagao destes defensivos quimicos foi fei-
ta, considerando-se o5 seus valores de hRf em relacao acs valores
das solugaes”padraes de inseticidas desenvolvidas no mesmo croma-
tograma. As amostras Al; AZ2; A3, Ad; AS; A6; A27: AP9; A35 apre-—
sentaram valores de hRf que variaram de 39 a 33, e as amostras
A7, ABL A9, ALQ; ALl Al2; Al4; Al5; Al6; Al7; A3B8; A37; A38;
A3g, valores que foram de 22 a 28, sendo que estas variagaes ocor
reram tambem com o padr&o de diclorvos colocado, Jjuntamente, nas
cromatoplacas.

As amostras A%, All, A27, A29, continham também ma-
lation, com valores de hRf de 37 a 43; enguanto as amostras A43 e
A45 80 malation. Para AB, A3%, A40, A4l detectou-se Diazinon cu~
ja média dos valores dos hRf foi de 65 (variagio de 63 a 80). As
medias dos valores dos hRf obtidos para os diferentes insetici-~
das, com o solvente hexano-acetona (80:20) v/v, foram: malation
hRf = 43, diclorvos hRf = 33(22)}, diazinon hRf=65 ¢ metil para-
tion 53; 22, sendo esses valores malores do que agueles encontra
dos por LEITE {1980) (ver Tab., 1IV).

Embors em niveis relativamente baixos (residuos a
nivel de ng), a maioria das amostras examinadas evidenciou a pre
senga de inseticidas organcfosforadoes.,

Esta presenga nao deveria existir, mas que tendo 51

do constantada, demonstrou a importancia de se observar a "boa



TABELA XVI - "Limite Maximo Permitido" dos inseticidas organofos

“forados para as plantas de cafe e laranjia.

Plantacao Inseticida max, permitido
de Organofosforado {ppm)
Cafe diazinon 0,02
diclorvos 2 (grao)
Laranja malation 8

{BRASIL, 1977}
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prética agricola” e de se exercer um "controle efetivo™, de ana-
lise residual de pesticidas, sobre os alimentos gue se destinam
20 consumo pela pepulagao, ¢ agsim, preservar e promover a saude.

Sendo os alimentos, a principal fonte de exposigdo
humana aos pesticidas e sabendo-se que a realidade brasileira disg
poe de poucos dados gue permitem avaliar a natureza e a intensida
de da contaminagao, por estesg xenobiéticos, pensou~se em pesqui-
8a-108 no sangue onde, para o5 mesmos, nao existe "limite maximo
permitido”, ou seja, naoc devem ser encontradcs.

LEITE (1980) realizou analise com amostras proveni-
entes de seis (08) individuos ndo expostos, tendo obtido resulta
do negativo e, positive para duas amostras suspeltas de intexica
cac, pela cadeia alimentar.

Segundo JAGER (1970), os niveis sanguineos dos inse
ticidas sao o melhor parametro disponivel para avaliar o ingres-
50 & O equilibrio de tais compostos no organisme. Portanto, o san
gue possibilita estudos do nindice biolégico de exposicao" para
pessoas expostas ou nao.

A Tabela XITI demeonstra os resultados obtidos para
individuos nao expostos, em boa saﬁde, mas que apresentaram tra-
cos de inseticidas organofosforados em seus organismos; sendo o
paration etilice o de maior incidéncia e o mais provavel.

A Tabela XI apresenta as analises realizadas para
casos de intoxicagéo ou com suspelta de contaminagac. Na amostra
MA, de pessoa nac exposta, detectou-se diclorvos {DDVP) apés 48

horas da manifestag&o de minais e sintomas, evidenclando Intoxi-
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cagao proveniente de ingestéo de alimento {uva).

A amostra AR coletada de um Jjovem, menor de idade,
& horas apés uma jornada de trabalho, de um dia, sendo o resulta
do positivo (3 manchas ~ provavel Granutox) com cs substratos
2-NA e B-BIA, As demsis amostras, tambem de rapazes menores, fo-
ram negativas com 2~NA e positivas com 5-BIA, A amostra IR era
de trabalhaddr em atividade sem sintomas; as amostras AA e DR fo
ram coletadas 48 horas apos exposigao, com intoxicagao, ao Granu
tox e tratamento.

Observa-se que o substrato 5-BIA se mostrou melhor
revelador para amostras de sangue (LEITE, 1980), e por ser de
grande estabilidade, pode ser indicado para casos foresnses (HEYN
DRICKY & cols., 1967).

A Tabela X visualiza as amostras de sangue enrique-
cidas com DDVP, malaticn, diazinon, paration etilico e metil pa-~
ration; enquanto a Tabela XIIT exibe os resultades para casos de
animals intoxicados. As smostras Al e A2, de sangue proveniente
de bezerro, foram positivas para diclorves, sendo que o 1° animal
faleceu e o 2% recebeu tratamento adequado, em tempo, salvando-se.

Todas as amostras de sangue foram coletadas com an-
ticoagulante EDTA, nao se tendo noticia do anticoagulante usado
para coleta do sangue de cachorro.

A Tabela XIV demonstra os resultades para o total
de amcstras de sangue analisadas (55) pela téenica IE-CD, das
quais 3% de pessoas nao expostas, tendo-se porém congtatado pre-

senga de inseticidas organocfosforados em 27 destas amostras,
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Estes resultados - nao muito significativos, em ter
mos de populagao ~ associados aos obtidos para o mel (produto na
tural)}, permitem que se questione a respeito da agao dessas subs
tancias quimicas, a longo prazo, no organismo humano. Evidenclam
ainda gue astes xenobicticos se encontram contaminando o ambien-
ts ¢ principalmente o homemn, atraves da cadeia alimentar,

“ 08 organcfosforados sa0 altamente toxicos, sendo a
dose toxica para o homem, do malation, de 400mg/Kg e do paration
Jmg/Kg, mas deve-se lembrar que es5Ses compostos sao biotransfor-
mados no organismo, con produgac de agentes intermediarios (ma-
laoxon & paraoxon) vinte vezes mals potentes do gque seus precur-
sores (PROFETA, 1983), o que poderia prevocar intoxicagéo aguda,
de possibilidade mais remota, e cronica.

Oz efeitos provenientes de uma intoxicacao a longo
prazo, merecem toda atengéo & serem melhores estudados, podem
ocorrer pelo "envelhecimento" da enzima fosforilada (GOQODMAN &
GILMAN, 1987), em particular os inseticidas triarilfosfatos, os
alquilorganocfosforados (malaoxon) gue podem produzir,tardiamente
uma 'neurcpatia’, pela inibigac de uma enzima denominada "neuro-
toxica't, Esse efeito pode ocorrer apbs a exposigao a uma dose
Snica suficiente, ou ao acumulo desses agentes no organismo. o
pogsivel gue ccorra envelhecimento do conjugado esterase-alquil~
foafate, de modo similar ao que ocorre para ACHE, para que surjam
os efeitos da doenga (GOODMAN & GILMAN, 1987).

Segundo THIENES & HALEY (1872) numa exposicac cons-

tante, pode ocorrer desmielinizag%o, disseminada com sintomas 3€



melhantes a esclerose mﬁltipla (provavelmente, devido a inibigﬁo
da esterase neurotoxica ( ABOU-DONIA, 1981).

Considerando-se gque todo xenobidtico absorvido no
OPganismo provoca uma resposta, mesmo que de maneira nao efetiva
ou sem sinals e sintomas, fica-se a pergunta: nao existiré, real
mente, risco para a saude humana, uma contaminagéo a longo prazo

I e F
a nivel de reésmiduo?



7. CONCLUSAD



Considerande, os resultados experimentais do presen

te trabalho, pode-se concluir:

1~ A teecnica IE~CD padronizada por LEITE (198D) ¢ simples, escono
micamente viavel e especifica, para detectar inseticidas orga
nofosforados na rotina da analise toxicoloéica, conforme re-

sultados obtidos em 111 amostras analisadas.

2- 0Os substrates 2-naftil acetato (2-NA) e S5-bromoindoxilacetato
{5-BIA) mostraram~-se sensiveis permitindo a identificagao dos
inseticidas adicionados e, de outros, eventualmente, presentes

nas amostras analisadas.,

3= 0 mel, por zer elahoradc de materia prima coletada de plantas,
apresenta residuos de inseticidas, evidenciando a presenga des

tes, contaminando o ambiente.

4~ Pode-se dizer que os alimentos constituem um dos principais meiosg
atraves do qual os inseticldas chegam ao homem, podendo os
mesmos serem detectados em sangue de pessoas nao expostas ocu

pacionalmente.

5- As amostras de mel {GQRUPO I) e as de sangue {(GRUPO II) podem
ser utilizadas como parametro que demonstra a exposigao do

homem & inseticidas organofosforades.

&~ 0O usg adeqguado dos agrotéxicos & de responsabilidade de toda

sacledade, apesar de gue, 56 essa medida naoc constitui solu-
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cao para todos os problemas, mas € condicao basica para a pro-

tecao de homem, dos animals e de todo o eco-sistema.
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