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A REVISTADO INSTITUTO ADOLFO LUTZ apresenta, neste número, nor-

mas e métodos adotados num de seus Serviços - Serviço de Química Aplicada da

Divisão de Bromatologia e Química - e sob sua inteira responsabillidade .

. Êste Serviço espera contribuir para a divulgação de tais métodos, atendendo

ao mesmo tempo, às muitas solicitações que lhe são feitas e contornar alguns pro-

blemas que surgem da necessidade da atualização em certas áreas especializadas,

em constante desenvolvimento.

A técnica apresentada é a da Pesq.ue« e Det.errnuutçiio de Peet.u.iâu« CII))'(Id{J.~

em Alime!lt,-,.~.
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DETERMINAÇÃO DE RESíDUOS DE PESTICIDAS
ORGANOCLORADOS EM ALIMENTOS '"

DEFINIÇÕES E CONSIDERAÇÕES GERAIS

A presença de quantidades mnnmas de
substâncias tóxicas e persistentes em alimen-
tos, provindas do uso dos pesticidas ou de-
fensivos agropecuários (ou da contaminação
de solos, águas, plantas e animais, pelos mes-
mos), trouxe nova preocupação à Bromato-
logia.

Residuo de pesticida em alimentos

Entende-se por resíduo de pesticida qual-
quer substância remanescente das usadas no
contrôle de pragas e doenças, na produção,
transporte, armazenamento, mercado e elabo-
ração de alimentos; estão incluídas as subs-
tâncias relacionadas àquelas por processos de
degradação ou metabolismo. Não se incluem
os antibióticos, fertilizantes e reguladores de
crescimento. As quantidades são expressas em
partes por pêso de substância por milhão
de partes de alimento (ppm}.

Resuluo nõo intencional

Quando o resíduo provém de circunstân-
cias não ligadas ao emprêgo de pesticidas na
produção e proteção de alimentos, êle é um
resíduo não intencional.

Dose diária aceitável

.É a quantidade expressa em mg de subs-
tância por kg de pêso corporeo, que, usada
durante tôda a vida de um indivíduo, não
apresentaria risco apreciável à sua saúde -
em face dos fatos conhecidos e estudados até
o momento.

Limites para os resíduos de pesticidas

Baseados nos conhecimentos da ação toxi-
cológica dos diferentes pesticidas e na dose
diária aceitável, foram estabelecidos limites
para os resíduos de pesticidas em alimentos:

Tolerância __o .É o maximo de concentra-
ção do resíduo de pesticida permitida no ali-
mento, num estágio específico de sua pro-
dução, armazenamento, transporte, mercado
e preparação até o consumo. A concentração
é expressa em partes por pêso de resíduo de
pesticida por um milhão de partes em pêso do
alimento (p _p. m. )_

Limite prático - É considerado um limi-
te prático de resíduo de pesticidas no ali-
mento o máximo de resíduo não intencional
que êle pode apresentar.

Lembrando que êsses estudos são feitos
com animais e/ou homens em experiências
onde não se tem tôdas as variáveis de in-
fluência no efeito toxocológico, êles podem
sofrer revisão e, muitas vêzes são temporá-
rios, até um resultado de experiências a maior
prazo.

A determinação de resíduos de pesticidas
em alimentos constitui, pois, um tipo parti.
cular de análise em que há diversificação
muito grande nos dois aspectos - o de ali-
mentos e o de pesticidas. Por outro lado,
trata-se de analisar quantidades muito pe-
quenas de uma substância (10-9 g) conti-
das em produtos que são por si próprios
misturas complexas.

O desenvolvimento da cromatografia em
fase gasosa, resolveu parte do problema pois
tornou possível a determinação de quantida-
des de substâncias na ordem de nanogramas.
Ela é, entretanto, a fase final de todo um
processo analítico que se inicia na amostra-
gem e tem seu ponto crítico na extração dos
resíduos, variando esta, não só em função
da amostra, como do tipo de resíduo em ques-
tão.

Amostra

Deverá ser válida, representativa e sufi-
ciente.

• Elaborado por Walkyria H. Lara, Chefe da Seção de Adrttvos e Pesticidas Residuais do Instituto
Adolfo Lutz.
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A amostragem tem grande significado. Co-
nhecendo-se o histórico da mesma, pode-se
escolher o método a ser empregado; não se
conhecendo nada sôbre a mesma, tem-se que
escolher entre diferentes possibilidades e não
se tem um método geral aplicável a todos
os casos.

A mostra subjetiva -- Considera-se amostra
suhjetiva a que é ligada a um conhecimen-
to prévio, isto é, tomada sabendo-se qual o
pesticida a ser determinado como resíduo.

Amostra objetiva - É a que é tomada ao
acaso, sem nenhuma indicação (Ir- qual sl'ja
o resíduo de pesticida.

Classificação dos pesticidas

Numa classificação química podemos se-
parar os compostos usados como pcsticidas
em duas grandes classes:

Natureza inorgânica -- como os compos-
tos de arsênico : arsenitos de Cu, Na, Ca ;
arseniatos de Ca, Ph, Cu; compostos de co-
bre : sulfato, oxiclorato; compostos de cnxo-
Ire: poli-sulfato de Ba, Ca; etc.

Natureza orgânica - como os derivados
de petróleo: óleo mineral; compostos natu-
rais: Piretro, Rotenona, Nicotina; carbidretos
«lorados: DDT, BHC, Aldrin, Heptacloro,
Clordana; éstercs fosforados: Paration, Ma-
Iation Diazinon, TEPP, Fosdrin, ROllel;
carhamatos: Ziran, Mane!>, Carl.ari]. Baygoll;
produtos vários: tr iazinas, nit rofr-nó is. deri-
vados de clorofenuxiacét.ico, ele.

É fácil compreender a divcrsific<l<.;ão de
maodos n<x't,ssáfios para a <IlIúlise (k,,~cs com-
postos todos. Há, r-ntrr-tnuto. aspl"'!OS cotlllll1S

1IOS vários métodos, principalrneur« nos ('H1-

pregados para os compostos orgiÍnico,s.
r:sles aspf'('los se rdert'rn ii ('X!Lu.:iío do

princípio at iv«, pllrifica<;?ío do cxtrar«, COII-

,'.elltra\:ão 110 ('\Iralo, dd"Tlllill,li}ío do prin-
dpio at.i vo :

j,'xlraçiío do principio atiro j;; kita «om
solventes, de acôrrlo com a amostra c com o
princípio a ser extraído; a extração pode
ser:

a) A frio, direta, por irnersâo.
b) Com desidratantes (Na2S01).
c) Maceraçâo com um ou mais solventes.
d) Com extratores tipo Soxhlet.
e) Codestilação.
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A grande dificuldade na extração é a
formação de emulsôes o que torna a recupe-
ração muito baixa. A maioria dos métodos
diminui êsse efeito utilizando Na2SO! anidro
ou processos de codestilaçâo, geralmente ál-
cool isopropílico.

Purificaçãe> do extrato - Como sempre é
extraído material estranho ao princípio ativo
(corantes vegetais, proteínas) é neressarra
a purificação do extrato, a qual pode ser
feita por:

a) Partição entre solveutes --- para gor-
dura e c:orantes.

li) CromatograIia de coluna - com Flo-
risil, alumiua, Cclite. el'lulose. carvão
ativo.

c) Tratamento químico.
d) Codestilaçâo.

Conccntraçõo do extrato- Pode ser feita
por evapornçâo do solvente em:

a) Banho de vapor de água com ou sem
arraste de gás.

h) Pressão reduzi da e rotação.
c.) Com concentra dores tipo Kuderna-

Danish,

Dcterrni naciio do(s) ]Jrincípio(s) alil'o(s)
São miadas técnicas de:

Fspcctrofotometria -- I Iltra-violcta , Vist-
\'('1 e Infra-vr-rrnclho.

Cromaiografia - Em papl'l, camada del-
t.~..ada, gas.

Mé/orJo !/lúlú/J!o em métoclo é aSSl1Il

chamado qttan(/o !l0dl' l-va r à ddf'l'IlIillUção

dt· Ir.da 11111<1 S(')"il' c/t' t't,,,ílhlOs de pesliddas.

Mrl"do ('011 [i tmat ori«, Sellljlrr' t It('l'e,s-

s;'iri" ron lirma r o,; rr-sult adns ,,"Iid ••,; Jl0I' in
1l'l'lllédi" dl' «ul ro m('lodo. r-haIllado então
(,illIfinllilltírio. Assilll, quando s;, usar (,TO·

rnato!!rafia «m fase gasosa, j,od('m-s" ('ollfi r-
ma r ().'. H'sullado,s por (,),oJ!lHlografia em ('a-
mada delgada. l'''IH','1 rOI11(' Iria de massa, ou
irifra.vrnnt-lho.

O método usado lia Seção de Aditi vos e
Pcsticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz
está baseado no método descrito no "Official
Methods of Analysis of the A. O. A. C., 11
ed. 1970, e em outros descritos no "Guide
to the Analysis of Pesticide Residues" do
U. S. Dept. of Health, Education and Wel-
fare, 1965.
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Múrouo CEHAL PATU PESTICTDAS OHGANOCLOHAlJOS

P riucipio

A amoslra é extraída eUIIl solvcnt.c. Alí-
quota dos extratos é diluída e os resíduos de
pe:-;ticidas são extraídos com éter de petró-
leo. Segue-se uma purificação dos extratos
por eromatografia em coluna de Florisil e
cluiçâo com misturas de éter eí ilico e éter de
petróleo. Após conccntraçâo. os oluatos .~ão
usados para a determinação e idcnti fie ação
dos resíduos, Jlor eromatografia em fase ga-
sosa.

a) HOlllogeneizador de alta vck)('ida"'~ ou
equi valente (Iiquidificador}.

11) Colunas cromatográficas de vidro COI!1

torneira de Teflon e placa po1'O:;a, de
22 mm de diâmetro interno por 300
mm de altura.

c) Concentrador Kuderna- Danish, de
500 ml, com receptores de tubos gra-
duados de 5 mI.

d) Coluna Snyder ou coluna de Vigre.
aux,

e) Funis de separação de 1.000 e 125 ml,
com torneira de Teflon.

f) Cromatógrafo com detector de captu-
ra de eléctrons (fonte de tritiurn ou
níquel] provido com coluna de vidro
com 10'% de DC-200 em Cromosorb
WHP, ou 2,5% de QF.1 e 2,5% de
DC-200, em Varaport 30, nO-100
11W8h.

As colunas devem ser coudicionadas a
250-260°C, durante 48 horas, com fluxo de
nitrogênio de cêrca de 100 mljmin.

Retuientes

Todos os solventcs devem ser purificados
c a destilação final feita em aparelho todo
de vidro. Devem também ser testados da
seguinte maneira:

Evaporar 300 ml de reagente em um con-
c(~ntrador tipo Kuderna-Danish com coluna
de Vigreaux até 5 ml ; dêstes, injetar 5 mio
crolitros 110 cromatógrafo nas condições de
análise. Não deve aparecer nenhuma deíle-

xâo maior que I mm, na linha de base, de
2 a 60 minutos após a IJljcçáo,

a) A cctonitrila

Acctouitrila técnica pode ser puri li-
cada: adicionar a 4 I de acctoni nila
I ml de ILP01 mais 30 g de PtOG (~
destilar entre 81-82°C.

I) Acetonit.ri!« sauuatl« cotii étcr de lW'
t.rol:«),

Saturar Aeetonitrila (item a) com
éln de p,·tr(lleo rCflcslila!lo.

".) Almol etílico - - p. a,

li) l~ter de petróleo" - rcdeslilado (~!ltre
30-60"e.

c) Ét.cr ctilico -,- rcdestilado a ;'\4.·;)')"C.
Livre de peróxidos. Adicionar álcool
até 2%.

f) Florisil - 60/100 mesh ativado a
650°e.

Aquecer por 5 horas a 130°C antes
de usar. Conservar em desseca dor à
temperatura ambiente. Reaquecer a
130°C eada dois dias.

Preparar soluções de padrões de 1
a 4 p,g/ml em hoxana. Testar cada
lote de Florisil ativado, colocando
I ml da mistura de padrões numa
coluna preparada e eluir como indi-
cado em: Purificação (clean up ) -
p, U1. Concentrar os cluatos e deter-
minar por eromatografia em fase ga-
sosa.. a recuperação conseguida.

g) Sulfato de sódio - anidro, granu-
lado.

Preparação da amostra e Exlraçtio

1. Fruius e Ieinime«

a) Frutas firmes, raizes e legumes de Iô-
lhas - Picar e bater no liquidifica-
dor uma amostra representativa, ho-
mogeneizar e proceder como em b.

1) ) Frutas moles - Se necessário reti-
rar o caroço e picar uma amostra
representativa. Pesar 100 g da amos-
tra picada c colocar no Iiquidificador.
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Adicionar 200 ml de acetonítrila e
cêrca de 10 g de Celite. Bater 2 mi-
nutos a alta velocidade. Filtrar por
sucção através de um funil de Buch-
ner, Transferir o filtrado para um cio
lindro graduado e anotar o volume
obtido. Transferir o volume medido
para um funil de separação de 1000
mI.

c) Frutas e outros produtos contendo 5
a ]5% de açúcar ~ Adicionar 200
ml de acetonitrila e 50 ml de água
a 100 g da amostra, no liquidifica-
dor, e bater durante 2 minutos a al-
ta velocidade. Continuar como em b,
obtendo um volume de cêrca de 250
rnl (medir exatamente antes de trans-
ferir para o funil de 1000 ml).

d) Frutas e outros produtos contendo 15
a 30% de açucares (por ex.: uvas)
~ Aquecer a 50°C a mistura de 200
ml de acetonitrila e 50 ml de água.
Adicionar a 100 g da amostra no li-
quidificador, e proceder como em b.
Antes de os extratos esfriarem, trans-
ferir o volume medido para um funil
de separação de 1000 ml. Deixar es-
friar a temperatura ambiente.

Extrair com 100 ml de éter de petróleo
adicionados ao funil de separação conten-
do o volume dos extratos (A). Agitar 2 mi-
nutos vigorosamente. Adicionar 10 ml de
solução satura da de cloreto de sódio e 600 ml
de água. Manter o funil em posição ho-
rizontal e agitar 30-45 segundos. Deixar se-
parar as camadas. Desprezar a camada aquo-
sa. Lavar com duas porções de 100 ml de
água a camada de solvente. Transferir a
camada de solvente para um cilindro gra-
duado e medir o volume (B). Adicionar 15
g de sulfato de sódio anidro e agitar vigo-
rosamente. (Não deixar o extrato ficar mais
de uma hora em contacto com sulfato de só-
dio, pois ocasionará perdas por absorção).
Concentrar a 5 ml no concentrador Kuderna-
Danish. Transferir para a coluna de FIo-
risil ("Clean up").

Nota: Levar em conta a contração do
volume. no caso de amostras com 85% de
água, usando a fórmula:
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A BP--x
T 100

= n." de gramas da
amostra no eluato

P = n.O de gramas da amostra
A = rnl do filtrado
T = total (volume de água na amostra mais ml

de acetonitrila adicionado)
B = ml de extrato em éter de petróleo em que

os resíduos foram particionados.

Quando 50 ml de água são adicionados à
acetonitrila para extração de produtos com
açúcar, o volume T é acrescido de 45.

2. Alimentos contendo gordura

a) Óleos e Gorduras ~ Quando sólidos
aquecer até liquefazer e filtrar através
de filtro sêco.

b) Manteiga - Aquecer a 50°C até se-
parar a gordura e decantar através de
filtro sêco.

c) Leite - Adicionar a 100 ml de leite
(leite evaporado deve ser dilui do 1+1
com água) em um frasco de centrí-
fuga de 500 ml, 100 ml de álcool me-
tílico e 1 g de oxalato de sódio. Adi-
cionar 50 ml de éter e agitar vigoro-
samente 1 minuto. Adicionar 50 ml
de éter de petróleo e agitar 1 minuto.
Centrifugar a 1500 r. p. m. durante
15 minutos. Retirar a camada de sol-
ventes e colocar em um funil de sepa-
ração de 1000 ml contendo 500-600 ml
de água e 30 ml de solução satura da
de cloreto de sódio. He-extrair a ca-
mada aquosa do frasco de centrífuga
duas vêzes, com porções de 50 ml de
éter etílico e éter de petróleo (1 + 1),
centrifugando e retirando a camada de
solventes para o funil de separação
após cada extração.

Adicionar água ao funil. Desprezar
a camada aquosa. Lavar a camada de
solventes com duas porções de 200 ml
de água, desprezando a camada aquosa.
(Se houver formação de emulsão, adi-
cionar cêrca de 5 ml de solução satu-
rada de cloreto de sódio à camada
de solventes).

Passar a solução dos solventes atra-
vés de uma coluna de 25x50 mm de
sulfato de sódio anidro e coletar o
eluato em um bequer de 400 mI.
Lavar a coluna com pequenas porções
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de éter de petróleo. Reunir ao be-
quer de 400 ml. Evaporar em banho-
maria sob uma corrente de Nitrogênio,
afim de obter a gordura.

d) Queijo ~- Colocar 25 a 100 g (o cor-
respondente a 3 g de gordura) da
amostra picada em um liquidificador.
Adicionar 2 g de oxalato de sódio,
100 ml de álcool metilico e bater 2 a
;) minutos. Transferir para um fras-
('O de centrífuga de 500 ml. Adicio-
nar 50 ml de éter, agitar um minuto.
Adicionar 50 ml de éter de petróleo
e agitar mais um minuto. Continuar
como em c a partir de "centrífugar
a 1.500 r.p.m.".

e ) Conservas de carne - Homogenei-
zar a amostra, retirando tôda a gor-
dura aderente ao recipiente. Pesar
120 g de amostra em bequer de 600
ml. Adicionar 20 g de sulfato de sódio
anidro granulado, misturando até ho-
mogeneizar. Adicionar 100 ml de éter
de petróleo. Agitar. Aquecer ligei-
ramente a 50°e. Transferir a cama--
da etérea para outro bequer e re-
petir a extração com 2 porções de
100 ml de éter de petróleo. Evapo-
rar os extratos obtidos a 50°C em
corrente de Nitrogênio, até que todo
o éter evaporE'. Deixar à tempera-
tura ambiente a gordura obtida.

Partiçào com. Acetonitrila - Transferir
;) g de gordura para um funil de sepa-
ração de 125 ml com o auxílio de éter de
petróleo (o volume total não deve exceder
15 ml). Adicionar 25 ml de acetonitríla sa-
turada com éter de petróleo. Agitar vigoro-
samente um minuto. Deixar as camadas se
separarem. Transferir a camada de aceto-
nitrila para um funil de separação de 1000
ml contendo 650 ml de água, 40 ml de so-
lução satura da de sulfato de sódio, e 100 ml
de éter de petróleo. Extrair a solução em
éter de petróleo, no funil de 125 ml com
três porções de 30 ml de acetonitrila satu-
rada com éter de petróleo, agitando vigoro-
samente um minuto, em cada vez. Reunir
todos os extratos ao funil de separação de
1000 mI. Manter o funil de 1000 ml em po-
sição horizontal e agitar por 30-45 segundos.
Deixar as camadas se separarem e transfe-
rir a camada aquosa para um segundo funil
de separação de 1000 ml. Adicionar 100 ml

de éter de petróleo ao segundo funil e agitar
vigorosamente 15 segundos. Deixar as ca-
madas se separarem. Desprezar a camada
aquosa e transferir a camada de éter de pe-
tróleo ao primeiro funil. Lavar com duas
porções de 100 ml de água. Desprezar as
camadas aquosas. Transferir a camada de
éter de petróleo através de uma coluna de
sulfato de sódio anidro de 25x50 mrn, para
o concentrador Kuderna Danísh. Lavar o
funil e depois a coluna com três porções de
10 ml de éter de petróleo. Reunir ao éter
de petróleo no concentrador. Evaporar a
cêrca de 5 ml.

Purificação (Clean-up) em coluna de Florisil

Preparar uma coluna de 22 mm de diâ-
metro interno com Florisil ativado, de modo
a ter cêrca de 10 em de altura após sedi-
mentar. Colocar cêrca de 1 em de sulfato
de sódio granulado sôbre o Florisil. Umede-
cer a coluna com 40-50 ml de éter de petró-
leo. Transferir os extratos de éter de pe-
tróleo (ou o concentrado obtido na parti-
ção com aoetonitrila ) para a coluna, deixan-
do passar à razão de 5 ml por minuto. Eluir
com 200 ml de uma solução a 6% de êter
etílico em éter de petróleo, na mesma razão
de 5 ml por minuto, recolhendo em frasco
receptor. Trocar o receptor e eluir com 200
ml de solução a 15% de éter étílico em éter
de petróleo.

Concentrar cada um dos eIuatos em con-
centrador Kuderna-Danish até 5 ml,

o primeiro eluato, de 6%, contém os pes-
ticidas clorados: Aldrín, BHC, DDE, o, p' e
p.p', DDT, Eptacloro, Eptacloroepóxido, Lin-
dana e Metoxicloro. Geralmente está pron-
to para cromatografia em fase gasosa mas,
se for necessário, poderá ser repetida a pu-
rificação usando nova coluna de Florisil. O
segundo eluato, de 15%, conterá Dieldrin
e Endrin, Se fôr necessário, deverá ser pu-
rificado em coluna de magnésio ou saponi-
ficaçã<;>__

Técnicas de concentraçõo - Usar banho
de vapor para aquecimento. Após atingir
cêrca de 5 ml remover o tubo calibrado do
concentrador e evaporar sob corrente de ni-
trogenio. Nunca evaporar os extratos puri-
ficados até a secagem.
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Detecção e Identificação

Inj etar uma alíquota conveniente (3 a 5
microlitros ) do dilato concentrado, no cro-
matógrafo, nas condições otimizadas previa-
mente, para se ter a separação dos picos cor-
respondentes aos pesticidas. Identificar os
picos obtidos por comparação dos tempos de
retenção com os dos padrões. Para medida
de área, cromatografar o padrão (ou pa-
drões) imediatamente após cada amostra e
procurar ter os picos do padrão e da amos-
tra o mais possível de tamanhos iguais.

As condições de operação, quando se usa
uma coluna 2,5% de DC-200 e 2,5% QF-l
sâo : temperatura do injotor -- 20(tC; tem-
peratura da coluna ~ 190°C; temperatura
do dotector -- 200°C, fluxo de Ilill'og;;nio --
;\0 ml por minuto.

A identificação deve ser confirmada, usan-
do outro tipo de coluna c comparados os
tempos de retenção obtidos nessa outra co-
luna para os padrões e a amostra.

Relacionamos abaixo, publicações ligadas
ao assunto e periódicos onde constantemen-
te são publieadas modificações e novos mé-
todos para determinação de resíduos de pes-
ticidas,

Publicações de interêsse geral

BARRY, I-I. c.. HUNDLEY, J. G. & JOHNSON, L.
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